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1. Introducción 1
1.1. ESTRUCTURA FUNCIONAL DEL SISTEMA HIPOTALAMO
HIPOFISARIO: ANTECEDENTES HISTORICOS
El Sistema hipotálamo-hipofisario es el elemento más claro de
relación neuroendocrina a pesar de que a la adenohipófisis no llegan
fibras nerviosas.
Ramón y Cajal (1894) demostró la ausencia de conexiones
axónicas entre hipotálamo y adenohipófisis, sugiriendo así una relación
morfofuncional vascular ente estas dos estructuras.
La conexión vascular entre hipotálamo e hipófisis no fue conocida
hasta 1930, año en que Popa y Fielding descubren el plexo vascular
portal, ya reconocido en 1634 por Willis con el nombre rete mirabilis.
La dirección de la sangre en el sistema porta en sentido
exclusivamente craneo-caudal fue postulado en 1936 por Wislocki,
aunque la inicialmente concebida por sus descubridores Popa y
Fielding (1930) era en dirección ascendente.
Recientemente, el flujo exclusivamente craneo-caudal del sistema
porta-hipotálamo-hipofisario ha sido cuestionado y hoy se admite, que
en determinadas circunstancias puede tener dirección retrógrada
hipófiso-hipotalámica. Esto explicaría la influencia que las hormonas
adenohipofisarias ejercen sobre las hormonas hipotalámicas,
autoregulando su propia actividad (feed-back de asa corta).
El reconocimiento del control hipotalámico de la actividad
adenohipofisaria fue postulado por Geoffrey Harris y su grupo en 1937.
Unos años más tarde, en 1952, Harris y Jacobson demostraron que
la relación anatómica hipotálamo-hipofisaria es esencial para la
integridad funcional de la adenohipófisis.
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El carácter secretor de las neuronas hipotalámicas fue reconocido
por Bargmann (1949) y los esposos Soharrer (1954).
La búsqueda de extractos hipotalámicos con actividad
hipofisotropa así como su ulterior caracterización y síntesis fue una de
las metas de los grupos de Roger Guillemin y Andrew V. Schally quienes
fueron galardonados con el premio Nobel de Fisiología y Medicina en
1977, por su gran contribución al conocimiento de la estructura de las
hormonas hipotalámicas y de la interrelación entre el cerebro y el
sistema endocrino (Guillemin 1978, Schally y cols., 1978>.
La primera hormona hipotalámica conocida fue la hormona
liberadora de tirotropina (TRH) (Schally y cols., 1966).
En 1971 se identificó la hormona liberadora de gonadotropinas o
LHRH (Matsuo y cols. 1971).
La estructura de la somatostatina (SS), inhibidora de la secreción
de hormona del crecimiento (GH) fue comunicada por Brazeau en 1973.
En 1981 se identificó la hormona liberadora de corticotropina
(CRH) (Vale, 1981).
La última de las hormonas hipotalámicas conocidas fue la hormona
liberadora de la hormona del crecimiento (CHRH) en 1982 (Guillemin y
cols., 1982).
Además de estas hormonas, el hipotálamo elerce una acción
inhibidora sobre la secreción de prolactina (PRL) y en menor grado
sobre la TSH, mediante la dopamina (DA), cuya actividad como factor
inhibidor de la secreción de prolactina (PIF) fue demostrada por
MacLeod y Lehmeyer en 1974.
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El hipotálamo, por tanto regula la función de la adenohipófisis
mediante la producción de una serie de mensajeros químicos que se
sintetizan en los somas neuronales de los núcleos hipotalámicos así
como también en otras áreas extrahipotalámicas de S.N.C.
Estas hormonas son vehiculadas por el flujo axonal a la eminencia
media donde se almacenan en terminales nerviosas en intimo contacto
con otras terminales catecolaminérgicas y con una profusa red de
capilares que constituyen el extremo craneal del plexo portal
hipotálamo-hipofisario. A través de este plexo, estas hormonas
hipotalámicas llegan a la adenohipófisis, su órgano diana , para ejercer
allí el efecto modulador de la síntesis y secreción de hormonas tróficas
ante ro h i pofi sarias.
AÑO
1966
1973
1974
1981
1982
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1.2. EMBRIOLOGíA DE LA 1-IIPOFISIS
La porción glandular de la hipófisis (adenohipófisis) surge de la
bolsa de Rathke, una evaginación del ectodermo de la orofaringe que
entra en contacto con el diencéfalo primitivo en el embrión humano. El
área del sistema nervioso central en contacto con la bolsa de Rathke se
diferencia en el lóbulo posterior o neurohipófisis (figura 1).
El crecimiento de esa porción de la bolsa de Rathke en contacto
directo con la neurohipófisis es mucho menos extenso que la parte
opuesta de la pared de la bolsa. La primera porción será la pars
intermedia de la adenohipófisis. En algunos animales, como la rata y el
perro, la pars intermedia mantiene su forma embriológica en el adulto y
es una zona separada de fácil reconocimiento. En el hombre, sin
embargo, las células adenohipofisarias de la pars intermedia se
dispersan por la pars anterior. Se utiliza el nombre de pars distalis para
esta forma combinada (Purves, 1966). La función que se postuló para
las células de la pars intermedia era producir la hormona estimulante de
los melanocitos (MSH), aunque después se ha visto que esta es parte de
proopiomelanocortina (POMO).
La porción de la bolsa de Rathke que no está en contacto con el
diencéfalo crece rápidamente hasta formar la pars anterior. En su
desarrollo temprano, crecen lateralmente dos alas de tejido desde la
pars anterior, se fusiona cruzando la línea media, y crece a lo largo del
tallo hipofisario. Esta estructura constituye la pars tuberalis, para la cual
no se ha establecido una función endocrina determinada. El resto de las
células de la pars anterior secretan gonadotropinas (FSH y LH), TSH,
ACTH, CH y PRL.
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El destino del lumen de la bolsa de Rathke varia con la especie.
En unas permanece intacto y en otras está completamente obliterado. En
el hombre, algunas partes persisten en la unión de la neurohipófisis. Es
más prominente en las hipófisis de niños y jóvenes que en adultos y
puede tomar forma de hendidura o de una colección de pequeñas
vesículas llenas de coloide.
La parte superior de la bolsa de Rathke se separa pronto de su
conexión con la orofaringe por una falta de desarrollo del mesénquima.
Sin embargo, unas pocas células de la porción inferior de la bolsa
quedan embebidas en el canal cranofaringeo y se rodean eventualmente
del hueso esfenoides, constituyendo la hipófisis faríngea humana.
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Figura 1.- Embriología de la hipófisis.
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1.3. HIPOFISIS FARíNGEA
Está constituida por pequeños restos de tejido derivados de la
bolsa de Rathke. Generalmente tiene más de 4 mm de diámetro (Boyd,
1958; McPhie y Beck, 1973) y está enclavada en el hueso esfenoides.
Consiste en pequeños racimos de células cromófobas poco
diferenciadas y ocasionales células acidófilas y basófilas.
A diferencia de la pars distalis, tiene una rica inervación que
procede del ganglio esfeno-palatino pero no cuenta con irrigación
sanguínea portal, es decir que la sangre que circula por la hipófisis
faríngea no contiene hormonas reguladoras hipotalámicas.
Aunque técnicas inmunocitológicas han detectado la presencia de
hormonas hipofisarias (CH y PRL) en el citoplasma de estas células y
aunque se ha dicho que pueden hacerse cargo de parte de la función de
la adenohipófisis en caso de hipofisectomía o hipopituitarismo no hay
pruebas directas de que la hipófisis faríngea desempeñe una función
importante en la secreción endocrina (Boyd, 1956; McPhie y Beck,
1973).
Las células epiteliales que constituyen la mucosa de revestimiento
de la faringe tienen una vida limitada a 2 ó 3 semanas. Durante un
periodo ontogénico también muy breve, las alteraciones de este epitelio
modifican el mensaje genético dando como resultado los cambios
funcionales que lo convierten en el epitelio secretor de la adenohipófisis
adulta.
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1.4. ANATOMíA DE LA HIPOFISIS
La hipófisis rodeada por el hueso esfenoides y abierta por el
diafragma selar, está situada en la silla turca, cerca del hipotálamo y del
quiasma óptico (Bergland y cols., 1968).
La silla turca se halla separada por arriba de la cavidad craneal
por una fuerte deflexión de la duramadre, el diafragma selar, a través
del cual el tallo hipofisario y sus respectivos vasos sanguineos llegan al
cuerpo principal de la glándula.
La hipófisis es un pequeño árgano que mide 10 x 13 x 6 mm y pesa
unos 0,5 g, se agranda durante el embarazo (Coluboff y Ezrin, 1969) y
puede pesar 1 g o más en las mujeres multíparas.
En la rata la hipófisis mide 3,5 x 5,5 x 1,5 mm y tiene un peso de
alrededor de 8 mg para la rata macho y 14 mg para la rata hembra.
El 80% del volumen de la hipófisis de la rata corresponde a la
adenohipófisis, el 9% a la pars intermedia y el 11% a la neurohipófisis.
Durante la lactación, la adenohipófisis de la rata se incrementa el
85% mientras que la pars intermedia se reduce el 5% y la pars nervosa
el 9% (Conklin, 1968).
Debido a la falta de una terminología uniforme, las descripciones
anatómicas previas crearon una considerable confusión. Actualmente,
con algunas modificaciones, la terminología propuesta por Rioch y cols.
(1940) es de uso general.
La hipófisis humana desde el punto de vista embriológico se divide
en dos partes (figura 2):
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Figura 2.-Anatomía de la hipórisis
1 -ADENOHIPOFISIS que deriva de la evaginación del ectodermo bucal
conocida como bolsa de Rathke.
2.-NEUROHIPOFISIS que surge del ectodermo neural del piso
prosencéfalo de una evaginación del suelo del tercer ventrículo.
La pars intermedia de la hipófisis humana (Sheehan, 1968) es una
estructura rudimentaria, poco desarrollada y sin significado endocrino
aparente.
Se encuentra entre los lóbulos anterior y posterior y consiste en
unas pocas cavidades quisticas tapizadas por un epitelio cuboide y
del
llenas de material coloidal.
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La pars tuberalis es la extensión hacia arriba de la pars distalis a
lo largo del tallo hipofisario. Se compone de algunas capas de células
cromófobas entremezcladas con ocasionales células basófilas y
acidófilas. Aunque técnicas inmunocitológicas revelaron la presencia de
hormonas en el citoplasma de las células de la pars tuberalis (Baker y
Jaffe, 1975) se presume que esta parte de la hipófisis no tiene una
función importante en la secreción adenohipofisaria.
Las células adenohipofisarias pueden encontrarse en dos regiones
fuera de la adenohipófisis, en el lóbulo posterior y en la hipófisis
faríngea.
La invasión de células basófilas (Rasmussen, 1958, Sheehan,
1968) en el lóbulo posterior se observa en más del 50% de las autopsias
de adultos. No se hace evidente antes de la pubertad y es más frecuente
en los varones y al avanzar la edad.
Estas células son PAS positivas pero más pequeñas y granulares
que las del lóbulo anterior. La invasión de células basófilas no se
asocia a ninguna enfermedad, terapia o anormalidad endocrina
específica.
La pars distalis es la más grande y desde el punto de vista
funcional la más importante.
El lóbulo intermedio deriva de la pared posterior de la bolsa de
Rathke.
Conexiones hipotálamo-hipofisarias:
-NEUROHORMONAL: Hipotálamo-lóbulo anterior.
-NERVIOSA: Hipotálamo-lóbulo posterior.
-HUMORAL: Lóbulo posterior-lóbulo anterior.
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1.5. CIRCULACION HIPOFISARIA
El conocimiento sustancial de la circulación hipofisaria (Sheehan y
Stanfield, 1961, Daniel y Prichard, 1975) es de fundamental importancia
para poder comprender las correlaciones funcionales entre el
hipotálamo y la hipófisis y también los detalles de como la actividad
secretora adenohipofisaria está regulada por el área hipofisotrópica del
hipotálamo.
La hipófisis recibe su irrigación sanguínea de las arterias
hipofisarias superiores e inferiores (figura 3).
La arteria hipofisaria superior nace de la carótida interna. Algunas
de sus ramas penetran en el infundíbulo y terminan en gomitolos o en la
red capilar a los mismos.
Los gomitolos están en el piso del hipotálamo, concretamente en la
eminencia media. Estos gomitolos consisten en unas cortas arterias
terminales rectas de paredes musculosas rodeadas por una densa red
capilar.
Su función no se conoce claramente, pero al parecer pueden
regular la circulación sanguínea en el lóbulo anterior y también en la
red capilar adyacente, afectando de esta manera, la entrada de
hormonas reguladoras hipotalámicas en el torrente circulatorio.
Dichas hormonas producidas en diferentes partes del hipotálamo,
fluyen hacia abajo a lo largo de las fibras nerviosas hasta el infundíbulo.
La red capilar perigomitolar es el lugar por donde entra la sangre.
Estos capilares forman venas paralelas grandes: son los vasos
porta largos que corren hacia abajo por el tallo hipofisario y terminan en
los capilares del lóbulo anterior, llevando consigo en concentraciones
elevadas las hormonas reguladoras hipotalámicas hasta la
adenohipófisis.
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También puede ocurrir un flujo retrógrado de la adenohipófisis a la
eminencia media, si este flulo existe, llevaría hormonas hipofisarias que
podrian influir en la función hipotalámica.
La irrigación sanguínea del lóbulo posterior se origina en las
arterias hipofisarias inferiores y en gran medida es independiente de la
que baña al lóbulo anterior. La sangre venosa que proviene de los
lóbulos hipofisarios desagua en el seno cavernoso mediante gran
cantidad de venas.
Los vasos porta cortos, originados en la pars distalis del tallo y en
el lóbulo posterior también penetran en el lóbulo anterior y transportan
sustancias desde la hipófisis posterior hasta la pars distalis. Datos
recientes parecen indicar que el 70-90% de la sangre hipofisaria viene
de los grandes vasos porta y el resto de los vasos porta cortos. La
organización vascular detallada del interior de la hipófisis se pudo
definir gracias a la microscopia electrónica. Los senos hipofisarios están
revestidos de endotelio. Entre la membrana basal del endotelio
sinusoidal y las células parenquimatosas, existe un espacio
perisinusoidal dentro del cual se liberan los gránulos secretorios antes
de su disolución y entrada en los sinusoides.
Los neuropéptidos hipotalámicos transportados por el sistema
porta son los factores determinantes de los cambios que convierten al
epitelio faríngeo de la bolsa de Rathke en adenohipófisis (Dawson,
1948, Pateels, 1960).

II,
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1.6. METODOS DE ESTUDIO DE LOS TIPOS CELULARES EN LA
ADENOI-IIPOFISIS
Más que en ningún otro órgano endocrino, la interpretación de las
patologías hipofisarias depende de la técnica de tinción utilizada. Los
tipos celulares demostrables no dependen de la que se les aplique, sino
también del tipo de fijación, del uso de agentes oxidantes y de la
naturaleza química de las hormonas hipofisarias, la cual varía de unas
especies a otras.
Basófilos
.
El histoquimico inglés, Pearson, demostró que los basófilos podían
teñirse por la técnica PAS (periodic acid-Schiff), sugiriendo que
contenían una glicoproteina. Se sabe que las tres hormonas trópicas;
FSH, TSH y LH presentan un alto contenido en carbohidratos, por lo que
se esperaría que provinieran de células Schiff-positivas. Pearson
encontró que la técnica PAS no solo demostraba la existencia de los
basófilos granulados por hematoxilina, a los que llamó células
mucoides, sino también un gran número de células granuladas
dispersas. Estas células granuladas PAS-positivas se han llamado
células mucoides intermedias por Pearse o anfófilas (Burt y cols., 1954).
En ratas ha sido posible demostrar unas correlaciones precisas
entre los basófilos granulados PAS-positivos y las variaciones
fisiológicas en las gonadotropinas y tirotropinas (Purves y Griesbach,
1951, 1954). Estos descubrimientos no se han confirmado en el hombre,
aunque, se sabe que las células granuladas PAS-positivas del hombre
se incrementan en estados de deficiencia de las gónadas, tiroides o
adrenales. Esto puede deberse a que en los roedores las células del
lóbulo intermedio productoras de MSH, las cuales son también basófilas,
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están localizadas en una zona discreta que no puede confundirse con el
lóbulo anterior. En el hombre, están dispersas en la pars distalis y a
menudo comprenden el mayor grupo de células PAS-positivas
granuladas presentes (Purves, 1966).
Existen muchos métodos para diferenciar los basófilos del lóbulo
intermedio en las glándulas humanas. El más utilizado es una tinción
aldehido G-PAS-naranja-tionina (Paget y Eccíeston, 1960) con el cual
las células del lóbulo intermedio aparecen frecuentemente irregulares,
basófilos (PAS-positivos) rojos. Estas células son más numerosas
alrededor del borde rostral de la pars distalis y cerca de la superficie
inferior. Se pueden distinguir otros tipos de basófilos, Schiff-positivos,
por el tamaño y la forma.
El tipo de basófilos del lóbulo intermedio no se encuentra en la
pars distalis pero es la célula que migra al lóbulo posterior (Rasmussen,
1930). Forma los adenomas basófilos de la enfermedad de Cushing y
media en los cambios de Crooke (Kracht y cols., 1966). Como puede
esperarse por su origen contiene MSH (Morris y cols., 1956). Métodos de
inmunofluorescencia han demostrado que algunos de estos basófilos
contienen también ACTH (Leznoff y cols., 1962). Esta aparente dualidad
de función puede estar relacionada con el hecho de que ACTH y una
forma de MSH son polipéptidos sencillos con una secuencia
aminoacídica en común (Li, 1959).
Entre los basófilos de probable origen en el lóbulo anterior, es
posible diferenciar otras subclases; basófilos tirotrópicos y dos clases
de basófilos gonadotrópicos (Herland, 1960). En la adenohipófisis
humana, la tinción más frecuente es la PAS-naranja-G-tionina (Paget y
Eccíeston, 1960).
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Estudios recientes de inmunofluorescencia con anticuerpos para
gonadotropina coriónica humana (hOS), que presentan reacciones
cruzadas con LH, han identificado una de estas células como las
gonadotropas LH. Los gránulos de secreción de las células LH no se
tiñen con aldehido tionina. Sin embargo, cuerpos de inclusión
citoplasmáticos, probablemente lisosomas, presentan una fuerte
afinidad para esta tinción. Los gránulos de secreción de los basófilos
FSH se tiñen débilmente con PAS y son violetas con PAS-aldehido
tironina o PAS-alician azul. Estas células pueden reconocerse porque
presentan inclusiones citoplasmáticas de PAS-positivas, probablemente
de naturaleza lipídica, normalmente alrededor del núcleo o del aparato
de Golgi. Se ha asignado a estas células la producción de FSH ya que
sufren hiperpíasia e hipertrofia en situaciones asociadas con un
incremento en la producción de FSH (Robyn y cols., 1964, Herland,
1965). Childs y cols. (1986) demuestran con inmunocitoquimica que las
células gonadotropas producen tanto LH como FSH.
Los basófilos tirotrópicos coinciden con los basófilos del lóbulo
intermedio alrededor del borde de la hipófisis, pero pueden encontrarse
también en las porciones profundas de la glándula. Las gonadotrópas se
sitúan en porciones laterales profundas de la glándula en asociación
con acidófilos.
Acidófilos
Se distinguen dos clases de acidófilos en la hipófisis humana. Los
acidófilos granulados convencionales (en los que se localiza la CH
(Leznoff y cols., 1960)) y los acidófilos granulados (relacionados con la
producción de prolactina (Desclin, 1963)). Las somatotrópas se sitúan
en dos masas simétricas laterales de la pars distalis. Las células de
prolactina ocupan la mayor porción de la parte lateral.
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Cromófobos
Dependiendo del método de tinción utilizado, muchas células
aparecen como cromófobas a microscopia óptica, aunque solo pueden
localizarse unos pocos orgánulos secretores en ellas con la microscopia
electrónica. En la rata, la microscopia electrónica ha mostrado cambios
en algunos cromófobos grandes con núcleo hipercromático y gran
cantidad de RNA en el citoplasma, lo que sugiere que estas células
pueden ser la fuente de ACTH (Siperstein y Allison, 1965). En el
hombre, la ACTH parece que se produce en los basófilos del lóbulo
intermedio. Existe otra posible fuente de esta hormona en algunos
cromófobos del lóbulo anterior.
Existe un tipo de basófilos poco corriente con núcleo grande y
raro, llamados anfófilos hipertróficos que aparecen en pacientes con
hiperactividad de la glándula adrenal. Se ha encontrado que unos
basófilos dispersos grandes granulados incrementan la insuficiencia
adrenal humana (Ezrin y Murray, 1963).
En pacientes que requieren un estudio completo de la
adenohipófisis, se fija la glándula en una mezcla de Bouin-Hollande y
HgCI saturado. Se pueden teñir secciones alternativas con la técnica
tetracromo de Herlant para diferenciar dos tipos de acidófilos y con PAS-
naranja-G, para una fácil diferenciación de las clases de basófilos.
También permite una buena visualización de la neurosecreción teñible
del lóbulo posterior.
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Caracterización por microscopia electrónica de los diferentes tipos
celulares
.
En animales de experimentación ha sido posible distinguir los
tipos funcionales de la adenohipáfisis, no solo por diferentes tinciones
sino también por las características morfológicas de los gránulos de
secreción que se caracterizan por microscopia electrónica. En la
hipófisis normal de rata LH, TSH y ACTH se producen en células que
poseen unos gránulos de secreción pequeños (100-200 pm de
diámetro). La CH se produce en células con gránulos de secreción de
300 a 400 pm de diámetro y las células de prolactina tienen gránulos de
secreción de 600 pm de diámetro. La actividad de síntesis de estas
células se determina por cambios en el retículo endoplasmático y en el
aparato de Golgi y por la liberación de hormona por descarga de los
gránulos (Herland, 1963).
En el hombre, los basófilos supuestamente secretores de LH se
caracterizan por un núcleo y un citoplasma traslúcido. El retículo
endoplásmico rugoso está moderadamente desarrollado, las
mitocondrias no son muy numerosas y tienen pocas crestas, el aparato
de Golgi no está muy desarrollado, los gránulos secretores tienen un
tamaño de 250-300pm, son densos, esféricos y pueden formar racimos.
Los basófilos FSH se caracterizan por ser abundantes y tener gránulos
de secreción de 500 pm de diámetro, mitocondrias densas, un aparato
de Golgi clásico y un ergastoplasma cisternal que aparece lleno de un
material floculento. Los basófilos MSH/ACTH tienen abundantes
gránulos de secreción de 160-200 pm de diámetro, mitocondrias
variables, ergastoplasma poco desarrollado, ribosomas dispersos y un
aparato de Golgi vesicular. La principal caracteristica de esta célula es
una inclusión grande llamada “cuerpo enigmático”, ya que se desconoce
su función.
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Los cromófobos ACTH se parecen a los basófilos MSH/ACTH en lo
que respecta al ergastoplasma poco desarrollado, ribosomas dispersos
y a la morfología del aparato de Golgi y mitocondria. No tienen cuerpo
enigmático y tienen escasos gránulos de secreción de 90 a 130 pm de
diámetro.
Los acidófilos CH tienen abundantes gránulos de secreción de 350
a 500 pm de diámetro, con un ergastoplasma lamelar bien desarrollado
y normalmente carecen de aparato de Colg¡. Los acidófilos de prolactina
presentan los mayores gránulos de secreción con 700 pm de diámetro.
Sin embargo, estos gránulos varían en número y en osmofilia. Poseen
un ergastoplasma bien desarrollado, como las células de CH y si
presentan aparato de Colgi. Una caracteristica principal es que
presentan mitocondrias muy densas (Foncin, 1966).
Hipofisis faríngea
.
La hipófisis faríngea se diferencia de la pars distalis en que recibe
una rica y directa inervación del ganglio esfenopalatino y en que su
riego sanguineo, que viene del plexo vascular del techo faringeo, no
transporta factores hipotalámicos.
Está formada por un conjunto de células pequeñas, que no
sobrepasa normalmente los 3 mm de diámetro, embebidas en el hueso
esfenoide. Se componen de cromófobos pequeños y poco diferenciados
entre los que se encuentran acidófilos y basófilos raramente.
La utilización de la técnica PAS-azul-alcian acido perfórmico en la
hipófisis faríngea ha demostrado que existen basófilos 5 y R. Los
cambios de Crooke ocurren en las células R de pacientes con el
síndrome de Cushing.
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Se ha observado un elevado porcentaje de células cromófilas en
pacientes con alteraciones endocrinas (Melchionna y Moore, 1938). Se
ha encontrado que algunos individuos con deformidades congénitas que
afectan a la función de la pars distalis y algunos que se sometieron a
hipofisectomias presentaban incrementada la diferenciación cromófila y
un aumento de la hipófisis faríngea (MúlIer, 1958). Mientras que se ha
postulado que la glándula faríngea podría cubrir algunas de las
funciones de la pars distalis bajo estas circunstancias, pero no existen
pruebas biológicas a este respecto. Existen, sin embargo, algunas
evidencias de que la hipófisis faríngea puede dar raras veces adenomas
en presencia de una pars distalis aparentemente normal (kepes y
Fritzlen, 1964).
Pars tuberalis
.
No se ha establecido aun la función normal de la pars tuberalís. Se
compone en su mayoría de cromófobos con algunos basófilos y pocos
acidófilos. En el hombre, los basófilos de la pars tuberalis tienen una
elevada actividad alfa-glicerol fosfato deshidrogenasa, en común con
muchos basófilos de la pars distalis (Fand, 1965). El significado de esta
observación se desconoce por el momento. En ratones jovenes, el
glucógeno aparece en ambos tipos de células de la pars tuberalis y en
los espacios intercelulares (Siperstein, 1955).
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1.7. NEURORREGULACION DE LA MORMONA DE CRECIMIENTO
Existen numerosas revisiones sobre la neurorregulación de la
secreción adenohipofisaria. En cuanto a la CH es ya clásica la de Rose
y Ganong (1980).
En 1992, Devesa, Lima y Tresguerres han publicado una
interesante revisión y puesta al día sobre el control neuroendocrino de
la secreción de GH.
La secreción episódica de la hormona de crecimiento depende del
ritmo alternante hipotalámico en la liberación al sistema portal
hipofisario de dos hormonas hipotalámicas polipeptídicas: la
somatostatina (SS) de carácter inhibidor y la hormona liberadora de CH
(GHRH, GRF o somatocrinina) (figura 4). Estas hormonas son a su vez
moduladas por neurotransmisores centrales e influenciadas por otras
hormonas y por sustratos metabólicos periféricos (Martin, 1973; Weiner y
Ganong, 1978; Nistico y Scapagnini, 1980; Rose y Ganong, 1980;
Comez-Pan y Rodriguez-Arnao, 1983; Wass, 1983; Dieguez y cols.,
1988) bien actuando directamente sobre la hipófisis o modulando la
secreción de GHRH y la SS.
La existencia de un ritmo hipotalámico somatotropo intrínseco
(HSR) que gobierna la secreción de CH, ha sido demostrado por Martha
y cols., 1988 en niños con déficit de CH y por Devesa y cols. en 1989 en
adultos normales.
Este HSR intrínseco parece ser que permanece funcionalmente
activo a lo largo de la vida. Sin embargo, tanto la edad como el sexo
pueden modificar fisiológicamente estos patrones estándar de actividad
(Jansson y cols., 1985).
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El aislamiento, caracterización y síntesis de las dos hormonas
directamente implicadas en el control de la secreción de CH, ha
permitido estudiar más directamente su interrelación y el papel que
ambas desempeñan en la neurorregulación de la secreción de CH.
La hormona de crecimiento se libera de forma pulsatil, con picos
de secreción aproximadamente cada 180 minutos en ratas (Tannenbaum
y cols., 1976; Tannenbaun y Ling, 1984). En el nadir espontaneo de CH,
la respuesta de esta hormona al GHRH es mínima, indicando un tono
somatostatinérgico endógeno elevado en ese momento, (Tannenbaum y
Ling, 1984).
Si se inmuniza pasivamente con anticuerpos anti-SS a los
animales, se modifica positivamente la respuesta de CH. Este sencillo y
elegante experimento pone de manifiesto el papel fisiológico de la SS
como inhibidor de la secreción de CH.
La importancia fisiológica del CHRH endógeno para producir CH
de forma pulsatil fue demostrada bloqueando la secreción en pulsos de
CH con anticuerpos monoclonales anti-GHRH y restaurando los pulsos
de CH mediante CHRH exógeno (Wehrenberg y cols., 1982a,
Tannenbaum y cols., 1983).
El CHRH es el principal modulador de la secreción de CH en
cuanto se refiere a sus fases secretoras episódicas que caracterizan los
patrones pulsátiles fisiológicos de esta hormona (Willoughby y cols.,
1983).
Las lesiones ventromediales del hipotálamo dejan abolida la
secreción pulsátil de CH por destrucción de las neuronas secretoras de
CHRH, según describieron Eikelboom yTannenbaum en 1983.
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El GHRH regula su propia actividad a través de mecanismos de
retroalimentación (feed-back). El circuito ultracorto de feed-back
negativo ha sido puesto de manifiesto por Lumpkin y cols. (1985)
quienes observaron que en la rata, la administración intraventricular de
GHRH a dosis mínimas, en lugar de estimular, disminuía la secreción de
CH.
El GHRH regula también su propia actividad mediante el estimulo
de la secreción de su hormona antagonista, la SS. Wehrenberg y
cols.(1 982b, 1983), han obtenido pruebas sobre el papel antagonista
fisiológico entre la SS y el GHRH en el control de la CH: La
administración en ratas conscientes y con movilidad libre de pequeñas
dosis de GHRH sintético, entre las fases de secreción espontanea de
dicha hormona, no lograban respuestas de CH, debido al aumento de la
SS endógena, lo que se comprobó al administrar un pretratamiento con
antisuero anti-SS y detectar un aumento significativo de CH.
La administración de anticuerpos monoclonales anti-CHRH
bloquea la secreción pulsatil de CH, lo que constituye una prueba del
papel fisiológico del CHRH endógeno en la regulación de la CH
(Wehrenberg y cols., 1 982a).
La secreción de CH estimulada por el GHRH, a su vez también
modula a la hormona hipotalámica estimuladora, mediante regulación
negativa por el aumento de somatomedinas (IGF-l, ICF-lI, factores de
crecimiento similares a la insulina tipo 1 y II).
Berelowitz y cols. en 1981, demostraron que la administración de
una preparación purificada de somatomedinas era capaz de suprimir los
niveles circulantes de CH en la rata. Estos resultados fueron
corroborados por Ceda y cols. en 1985 que comunicaron que las
somatomedinas inhiben la secreción basal y estimulada por CHRH en
cultivos de células hipofisarias de adenomas humanos productores de
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OH. Ademas de su efecto directo hipofisario, las somatomedinas inhiben
la secreción de CH cuando se administran intracerebroventricularmente
en ratas (Tannenbaum y cols., 1983) sugiriendo un efecto inhibidor de la
secreción de CHRH hipotalámico.
Se han identificado a nivel de las membranas plasmáticas de las
células somatotropas hipofisarias receptores específicos para
somatomedinas, lo que parece indicar que la adenohipófisis sea un
órgano diana para esta familia de péptidos promotores del crecimiento
(Goodyer y cols., 1984; Tresguerres, 1987).
A nivel de la propia hipófisis, la ICF-1 actúa inhibiendo
directamente el mRNA de la CH en las células somatotropas (Devesa y
cols., 1993).
Regulación de GHRH y SS mediante neurotransmisores:
Los neurotransmisores pueden influenciar directamente la
secreción de OH, pero fundamentalmente lo hacen a través de la
modulación del balance CHRH/SS.
Las vías de neurotransmisión involucradas en la secreción de CH
se citan a continuación:
1.7.1 a-Adrenérc¡ica
.
La deplección de catecolaminas con ci-metil-para-tirosina suprime
la liberación de OH (Martin y cols., 1978) y este efecto revierte tras la
administración de un agonista a2-adrenérgico, como la clonidina
(Devesa y cols., 1990).
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La secreción de CH inducida por hipoglucemia insulínica no es
inhibida por bloqueantes al-adrenérgicos (Prazosin) (Tatar y Vigas,
1984), lo que indicaría una mediación cí2-adrenérgica del estimulo
insulinico sobre la CH.
La clonidina, estimulante a2-adrenérgico-central, aumenta los
niveles de CH (Lal y cols., 1975a, Bramnert y Hókfelt, 1987). La
estimulación de la secreción de GH por la clonidina queda abolida con
anticuerpos anti-GHRH (Miki y cols., 1984) y con pretratamiento con
naloxona lo que indicaría una interacción clonidina-receptores opioides
(Bramnert y Hókfelt, 1984). Parece ser que la clonidina actuaría por una
vía independiente de la GHRH-érgica. Así lo sugieren datos de Dieguez
y cols. (1987) quienes observaron que el pretratamiento con CHRH en
humanos abolía una ulterior respuesta de CH a su hormona liberadora,
sin embargo la capacidad de respuesta a la clonidina permanecía
inalterable.
Estudios realizados en humanos por Devesa y cols. (1990) y en
perros por Arce y cols. (1990), demuestran que la vía cí-adrenérgica
actúa sobre el control de la CH, principalmente por la inhibición de la
SS, que a su vez puede determinar una estimulación indirecta de la
secreción de GHRH. Ademas el bloqueo a2-adrenérgico estimula la
liberación de SS en el conejo (Minamitani y cols., 1989).
1.7.2 13-adrenérgica
Los receptores 13-adrenérgicos inhiben la secreción de CH (Perkins
y cols., 1983) actuando directamente sobre la hipófisis en sus
receptores o a través de la estimulación de la SS hipotalámica (Petrovic
y cols., 1983>.
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De todo lo expuesto anteriormente, se deduce que el sistema
adrenérgico juega dos papeles antagónicos sobre la secreción de CH en
humanos: Uno facilitador mediado por los receptores cx2-adrenérgicos
que actúan principalmente inhibiendo la liberación de SS y otro
inhibidor dependiente de la actividad (3-adrenérgica que produce un
estímulo de la secreción de SS.
1.7.3 Vía dopaminérciica
.
La dopamina, ademas de activar su propios receptores, posee
actividad a y (3 adrenérgicas, o puede convertirse en noradrenalina en el
tejido hipotalámico.
Muller y cols. (1968) demostraron que la administración
intraventricular de dopamina disminuía los niveles de CH en la rata.
En el hombre, la administración de DA o de sus agonistas (L-Dopa,
apomorfina, bromocriptina) produce una estimulación de la secreción de
CH (Boyd y cols., 1970; Brown y cols., 1973; Lal y cols., 1975b; Wass,
1983) y aumenta la respuesta de CH al GHRH (Delitala y cols., 1987,
Vance y cols., 1987). La infusión de DA disminuye la respuesta de CH a
estímulos como la hipoglucemia insulinica y arginina (Woolf y cols.,
1979; Bansal y cols., 1981).
Los bloqueantes dopaminérgicos (metoclopramida) son
paradójicamente estimuladores de la secreción de CH probablemente
por su acción vía serotonina o a través de estímulos colinérgicos o
catecolaminérgicos o bloqueando los receptores presinápticos que
aumentan la síntesis y liberación de DA en el S.N.C. (Cohen y cols.,
1979).
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Las células somatotropas poseen receptores para DA sugiriendo
que esta catecolamina puede actuar directamente a nivel
adenohipofisario. Además este neurotransmisor modula la secreción de
CH estimulando la secreción de GHRH (Chihara y cols., 1986, Dieguez y
cols., 1987) e inhibiendo la secreción de SS (Delitala y cols., 1987;
Vance y cols., 1987).
Por tanto, en la regulación de CH, el papel de la DA sería
básicamente modulador y dependiente del estatus funcional de las vías
implicadas primariamente en ese control (particularmente la vía
adrenérgica). Ello explicaría la dualidad de efectos (estimulantes o
inhibitorios) atribuidos a este neurotransmisor (Dieguez y cols., 1988).
En este sentido, el que exista actividad enzimática indicativa de síntesis
de DA en neuronas GHRH puede significar la señal de liberación de
este péptido para las neuronas SS (Lima y cols. 1990). La DA liberada
conjuntamente con GHRH o tras un cierto retraso temporal podría
estimular la secreción de SS directamente o a expensas del bloqueo de
la transmisión adrenérgica inhibitoria (Devesa y cols., 1990) de estas
neuronas y contribuir así a establecer la interacción entre las neuronas
GHRH y SS que lleva al patrón de secreción pulsatil de CH (Lima y cols.,
1990).
1.7.4 Vía colinérpica
La vía colinérgica juega un importante papel sobre el control de la
secreción de CH tanto en humanos como en animales de laboratorio
(Muller, 1987).
Los bloqueantes de los receptores muscarínicos (atropina,
pirenzepina o metescopolamina) inhiben la secreción de CH tras
estímulos fisiológicos como por ejemplo el sueño (Mendelson y cols.,
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1978) o farmacológicos (L-dopa, apomorfina, glucagón, encefalina, FK
33824, arginina, clonidina (Delitala y cols., 1983; Peñalva y cols., 1983;
Casanueva y cols., 1984; Masara y cols., 1984; Casanueva y cols., 1986)
y GHRH (Jordan y cols., 1986)). En cambio los bloqueantes
muscarinicos solo inhiben parcialmente el estímulo de OH tras la
hipoglucemia insulinica (Evans y cols., 1985; Dieguez y cols., 1988).
La administración de un estimulante colinérgico como la
piridostigmina, inhibidor de la acetilcolinesterasa, potencia la secreción
de CH basal y su respuesta al CHRH exógeno durante el día (ya que
disminuye el tono somatostatinérgico) pero no durante la noche cuando
presumiblemente el tono somatostatinérgico es bajo (Massara y cols.,
1 986a).
Otros neurotransmisores clásicos como la serotonina o el ácido y-
aminobutirico (CABA) no parecen jugar un importante papel en la
neurorregulación de la CH en humanos. Quizás la falta de especificidad
de las drogas utilizadas en la manipulación de esta vía sea la
responsable de la ausencia de unos resultados convincentes.
Devesa y cols. (1991) han demostrado que en realidad esta vía
colinérgica no ejerce su acción directamente sobre los niveles de SS
sino que el efecto está mediado por la activación de la vía a2-
adrenérgica.
Regulación de CH mediante metabolitos y hormonas:
Además de la regulación de CH mediante neurotransmisores, su
secreción puede estar modulada por los niveles circulantes de algunos
metabolitos. De esta manera, las variaciones plasmáticas de glucosa,
ácidos grasos y determinados aminoácidos van a ser condicionantes
importantes en el funcionalismo somatotropo. El sistema endocrino,
modula la secreción de CH a través de los niveles circulantes de las
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hormonas tiroideas, glucocorticoides y esteroides sexuales
fundamentalmente.
La falta de hormona tiroidea, no se traduce solamente en
afectación hipofisaria con la consiguiente disminución de la capacidad
de producir CH por la célula somatotropa, sino que también disminuye la
disponibilidad de GHRH endógeno, hecho observado por Devesa y cols.
(1989).
El marcado retraso de crecimiento que muestran los niños
crónicamente tratados con glucocorticoides y las disminuidas respuestas
de CH a estímulos clásicos en adultos con hipercortisolismo se
relacionan con un efecto inhibitorio de estas hormonas sobre la
secreción somatotropa. Sin embargo, experimentos “in vitro” han
mostrado que los glucocorticoides estimulan la secreción de OH y
además potencian la expresión del gen de esta hormona y del que
codifica para el receptor de CHRH. Por tanto estos esteroides a nivel
hipotalámico jugarían un papel más bien estimulador que inhibidor.
Estos datos han sido corroborados recientemente también a nivel
clínico en humanos por Casanueva y cols. (1990) pero el mecanismo no
es bien conocido. Sin embargo el efecto inhibidor a largo plazo sigue
siendo preponderante y se debe probablemente a un aumento de la SS
hipotalámica mediado por la activación de receptores (3-adernérgicos
(Lima y cols., 1992).
El condicionamiento masculino o femenino del tipo de patrón de
secreción espontánea de CH, parece establecerse en el periodo fetal.
Estas diferencias sexuales en la secreción espontánea de CH
dependerían del ritmo de secreción de SS. En el varón, la mayor
disponibilidad de GHRH y el que la testosterona potencie la síntesis
hipofisaria de CH condicionaría la liberación de la hormona en pulsos
de mayor amplitud (Jansson y cols., 1985).
1. Introducción 30
NEUROTRANSMISORES
NO RAD E ENAUN A
DOPAMINA
SEROTONINA
ENCEE AUNAS
HORMONAS
TIROIDEAS
ESTROGENOS
ANDROO EN OS
PROGESTERONA
CI CCOCOR TICOIDES
METABOLICOS
GLUCOSA
AMINOAC [DOS
LíPIDOS
‘1
SOMATOSTAliNA =
A,
CH
SOMATOMEDINAS
Figura 4.- Neuroregulación de la secreción de Gil.
CHRI-I
5<
Hjr5o!a]arno
1 I[
1M)jhshS
HE9adO
III
1. Introducción 31
Ejercicio, sueño. posígirandial
Clonidina
L-OOPA
Insulina
Arginnia
PépIidos,GIuca
9¿n, Vasopresina
Encelallnas, 0<MSIf
Bío9ueantes 3.adrenérg¡cos
Figura 5.- Regulación de la secreción de Gil.
GLUCOCORTICOIO~
Somalosiatina
Asonistas
¿3 -adrenérgicos
III
1. Introducción 32
1.8. REGULACION DE LA SECRECION DE GONADOTROPINAS
Factores ambientales externos (temperatura, periodo de luz, etc...)
e internos (peso corporal, estado metabólico, etc...) influyen sobre la
secreción de gonadotropinas, induciendo modificaciones sobre el S.N.C.
(Everett, 1988). La existencia de un sistema circulatorio portal que
comunica el hipotálamo con la hipófisis (McCann y Dhariwal, 1966),
junto al descubrimiento de que en el primero se sintetiza un decapéptido
(GnRH o LHRH) que posteriormente es liberado al sistema portal
hipofisario, estimulando la secreción de gonadotropinas a dicho nivel
(Fink, 1979), explican el mecanismo mediante el cual el S.N.C. modula
este último fenómeno.
Por otro lado, los esteroides sexuales producidos en la gónada son
capaces de manifestar un efecto positivo o negativo sobre la liberación
hipofisaria de gonadotropinas, dependiendo de sus concentraciones
circulantes y del tiempo de exposición de la glándula a estas últimas, y
actuando tanto a nivel hipotalámico como directamente sobre la
adenohipófisis (Karsch, 1987). Recientemente se han caracterizado
factores gonadales no esteroideos (inhibina y activinas) capaces de
modular específicamente la secreción de ESH a este último nivel (Ying,
1988) (figura 6).
Es importante destacar la cualidad pulsátil en la liberación de
gonadotropinas en mamíferos, característica que, aunque podría ser
inherente a la gonadotropa (Mortimer y cols., 1974), está modulada en
su frecuencia y amplitud por las correspondientes a los pulsos de LHRH
que actúan sobre la hipófisis, aunque no todos ellos se acompañan de
una descarga de gonadotropinas (Levine y cols., 1982). Por lo tanto, la
frecuencia en los pulsos de secreción de estas últimas reflejará la
mínima frecuencia en los de LHRH. La pulsatilidad en la liberación
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hipotalámica de LHRH es característica de la actividad eléctrica
neuronal (El denominado por knobil “generador hipotalámico de
pulsos”(Knobil, 1994)).
En el S.N.C., sobre las neuronas liberadoras de LHRH ejercen
impulsos inhibidores el sistema dopaminérgico y el de los opioides,
mientras que el noradrenérgico estimula la actividad eléctrica a este
nivel (Ramirez y cols., 1984). Aquellos factores, ambientales o
endocrinos, implicados en la regulación de la secreción hipofisaria de
gonadotropinas, podrían ejercer su efecto alterando la actividad
neuronal en estos sistemas y por lo tanto, modificando de forma
indirecta la frecuencia y/o amplitud de los pulsos hipotalámicos de
LHRH.
En adelante, se analizará fundamentalmente la regulación de la
misma en la rata hembra, en la cual durante la mayor parte de la vida
reproductora existe una secreción basal de gonadotropinas, que es
sustituida puntualmente por descargas masivas en su liberación
hipofisaria relacionadas con el fenómeno de la ovulación.
1.8.1 El pico ovulatorio de LH y FSH
.
La rata, como gran parte de los mamíferos, incluida la mujer, es un
ovulador espontaneo, que presenta un ciclo estral de 4-5 días,
caracterizado, por ausencia de menstruación, y en el que la ovulación
se presenta durante la denominada fase de estro (Freeman, 1988).
El aumento en las concentraciones circulantes de estradiol
desencadena la liberación al sistema portal hipofisario de
concentraciones altas de LHRH (Fink, 1979), procedente
fundamentalmente de neuronas localizadas en el área preóptica medial
y núcleo supraquiasmático del hipotálamo (Silverman, 1988).
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Sin embargo, las neuronas productoras de LHRH carecen de
receptores para el estradiol (Shivers, 1983). Se han descrito tres
posibles mecanismos indirectos mediante los cuales este último podría
estimular la liberación hipotalámica de LHRH (Fink, 1988, Evans y cols.,
1994):
- activación del sistema noradrenérgico, o inhibición del sistema
opioide, que actúan sobre las neuronas productoras de LHRH.
- inhibición del sistema opioide que a su vez frena la actividad
noradrenérgica, por lo que al aumentar esta última se estimularía el
sistema LHRHérgico.
- desactivación del sistema opioide y/o del sistema dopaminérgico,
que inhiben la liberación de LHRH a nivel de los axones localizados en
la eminencia media. En este sentido, se ha descrito la existencia en la
oveja de conexiones sinápticas entre terminales dopaminérgicas y los
axones de neuronas productoras de LHRH a dicho nivel (Kuljis y Advis,
1989).
En las modificaciones de la actividad LHRHérgica inducidas por
niveles altos de estradiol en suero no se puede descartar la
participación de otros circuitos neuronales como el serotoninérgico, ni
de otros neuropéptidos como el CABA, la sustancia P, NPY, galanina
etc..., aunque parezca menos importante (Kalra, 1993).
La secreción fisiológicamente pulsatil de LHRH a nivel
hipotalámico es capaz de desencadenar en las células gonadotropas de
la hipófisis la liberación de LH y FSH. Sin embargo, la magnitud de la
respuesta es proporcional al ambiente estrogénico (Tresguerres, 1989).
Posteriormente, cuando se presenta el pico preovulatorio en la
secreción de gonadotropinas, este efecto se asocia a una inducción
positiva homóloga (up-regulation) en el número de receptores
hipofisarios para LHRH, debida al aumento previo y gradual de la
:1 ‘,i III
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liberación de esta última (Peiper y cols., 1984), que acentúa la ya
elevada sensibilidad de la hipófisis a la acción de la LHRH.
La finalización del pico preovulatorio de LH y FSH se debe
fundamentalmente a un descenso de la concentración de LHRH en el
sistema portal hipofisario (Sherwood y cols., 1980) y, en menor grado, a
una disminución del contenido de gonadotropinas y de la sensibilidad a
dicha hormona hipotalámica en hipófisis (Blake, 1976, Tresguerres
1989).
En resumen, el pico preovulatorio en los niveles séricos de
gonadotropinas es consecuencia de un aumento en la liberación de
LHRH, inducido por concentraciones altas de estradiol en suero, y de un
incremento en la sensibilidad hipofisaria a dicha hormona hipotalámica
(Kalra, 1986). Este último efecto es debido a la estimulación en la
síntesis de gonadotropinas ejercida por el estradiol a nivel hipofisario,
así como a la inducción positiva del LHRH sobre el número de sus
receptores específicos al mismo nivel. Por lo tanto, “la presencia de un
pico preovulatorio en las concentraciones circulantes de gonadotropinas
depende fundamentalmente de la capacidad del ovario para segregar
estradiol siguiendo un patrón cíclico”.
1 .8.2 Liberación basal de ponadotropinas
.
Durante la mayor parte del ciclo estral en la rata, las
concentraciones séricas de gonadotropinas presentan un valor muy
inferior al observado durante el periodo preovulatorio, debido al
mecanismo de regulación negativa ejercido por los esteroides sexuales
(Martin, 1984) y a la inhibina en el caso de la FSH. Mientras que esta
última hormona ovárica actúa únicamente a nivel hipofisario, el
mecanismo de regulación mencionado se ejerce también sobre el
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hipotálamo (Karsch, 1987), ya que la ovariectomía aumenta la
frecuencia y la amplitud en los pulsos de LHRH liberados a la
circulación portal hipofisaria (Ellis y cols., 1983).
Durante la fase luteal, el aumento en los niveles circulantes de
progesterona disminuye tanto la fracuencia como la amplitud de los
pulsos de LH, probablemente debido al mecanismo de regulación
negativa que este esteroide ejerce sobre el generador central de
pulsatilidad en la liberación hipotalámica de LHRH (Filicori y cols.,
1984). En este sentido cabe destacar la superposición con dichos
pulsos, fundamentalmente durante el último periodo de esta fase, de
otros más pequeños (minipulsos), que podrían corresponder a ligeras
descargas de LHRH capaces de ejercer una inducción positiva
homóloga sobre el número de receptores en hipófisis, que contribuiría al
aumento posterior de la sensibilidad a la LHRH observado durante el
periodo preovulatorio a este nivel (Lincoln, 1986).
Los esteroides sexuales parecen ejercer la regulación negativa a
nivel hipotalámico modificando la actividad neuronal en el núcleo
arcuato y el núcleo ventromedial, ya que estas son las estructuras
implicadas en la liberación de LHRH responsable de la secreción basal
de gonadotropinas (Blake y Sawyer, 1974). A diferencia de lo observado
durante el periodo preovulatorio (Evans, 1994), durante el resto del ciclo
estral, ademas del sistema opioide, también el sistema noradrenérgico
inhibe la liberación tónica de LHRH (Fink, 1988), por lo que dicho
mecanismo de regulación podría estar mediado por la estimulación de
cualquiera de los dos sistemas neuronales mencionados, o de ambos.
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1.9. REGULACION DE LA SECRECION DE PROLACTINA
La liberación hipofisaria de PRL está controlada fundamentalmente
por factores hipotalámicos que pueden presentar actividad estimuladora
o inhibidora de la misma, así como por factores gonadales que modulan
el efecto de los anteriores.
1 .9.1 Liberación pulsatil de PRL
.
La célula lactotropa muestra una capacidad inherente para la
secreción pulsatil de PRL (Shin y Reifel, 1988). Sin embargo, la
amplitud y frecuencia de dicha pulsatilidad están reguladas por factores
hipotalámicos y gonadales. Existen dos tipos de pulsos en la liberación
hipofisaria de PRL: pulsos de gran masa y pulsos de pequeña masa
(López y cols., 1989) (figura 7).
La dopamina inhibe tónicamente la secreción de PRL (Weiner y
Canong, 1978; para revisión ver Ben-Jonatan, 1985), de forma que la
disminución transitoria de sus niveles en el sistema portal hipofisario
aumenta considerablemente dicha secreción, siendo el principal factor
causal de la aparición de pulsos de gran masa (Martinez de la Escalera
y Weiner, 1988a), aunque no se puede excluir la contribución a este
fenómeno de la acción de alguno de los factores estimuladores de la
liberación hipofisaria de PRL, que se describirán a continuación.
Recientemente se ha descrito la existencia de otros factores inhibidores
de la secreción de esta hormona:
-La proteina hipotalámica precursora de la LHRH, contiene esta
hormona y un péptido asociado de 56 aminoácidos o CAP (Gonadotropin
hormone-releasing hormone Associated Peptide) (Fink, 1985),
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existiendo en el hipotálamo una enzima que hidroliza este precursor en
LHRH y CAP (Palen y cols., 1987).
Estudios inmunocitoquimicos muestran la coexistencia de estos
dos péptidos dentro de los mismos gránulos de secreción, en las
terminales en eminencia media de las neuronas productoras de LHRH
(Philips y cols., 1985), y se ha demostrado su liberación simultánea al
sistema porta hipof¡sario (Clarke y cols., 1987). La administración del
CAP “in vivo” reduce la secreción hipofisaria de PRL en diversos
modelos experimentales (Yu y cols., 1988), pero todavía no se conoce
bien su participación en la regulación de la misma en situaciones
fisiológicas. De hecho, la asociación temporal de un 60-80% entre los
pulsos de LH y los de PRL, en animales ovariectomizados, parece
excluir un papel fisiológico del CAP en la modulación de la liberación
pulsatil de PRL, aunque podría ejercerlo en presencia de factores
gonadales (Pohí y cols., 1988).
-El CABA (Gamma Amino-Butiric Acid) es un neurotransmisor
presente en el hipotálamo (Cattabeni y cols., 1978) y liberado en
eminencia media (Vincent y cols., 1982), existiendo receptores
específicos para él en la adenohipófisis (Grandison y Guidotti, 1979).
Inhibe la secreción hipofisaria de PRL directamente a este nivel (Schally
y cols., 1977). En este sentido su papel en condiciones fisiológicas no
está claro, ya que, aunque la administración de antagonistas induce
hiperprolactinemia (Debeljuk y cols., 1980), la concentración de CABA
en el sistema portal hipofisario no es superior a la observada en el
torrente circulatorio general (Mulchaney y Neilí, 1982).
-El ANP (Atrial Natriuretic Polipeptide), desciende la liberación de
PRL en humanos (Ohashi y cols., 1987), efecto que no parece tener
significación fisiológica al necesitar dosis farmacológicas para
manifestarse.
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La génesis de pulsos de pequeña masa en la liberación de PRL
podría ser debida a la actividad espontánea de la célula lactotropa (Shin
y Reifel, 1988), y/o al efecto estimulador que determinados factores han
demostrado ejercer sobre dicha liberación. Dentro de estos factores
estimuladores se encuentran:
-La oxitocina (OT): la presencia de concentraciones altas en la
circulación portal hipofisaria (Gibbs, 1984), y de receptores específicos
para la misma en adenohipófisis (Antoni, 1986), así como su capacidad
para aumentar la secreción de PRL actuando directamente a este nivel
(Samsom y cols., 1986), muestran la posibilidad de que esta hormona
actúe como PRF (Prolactin Releasing Factor) en condiciones
fisiológicas. La existencia en la hipófisis de flujo vascular desde el
lóbulo posterior al anterior, mediante los vasos portales cortos, y la
elevada concentración de oxitocina en los vasos portales largos, que
comunican el hipotálamo con la adenohipófisis (Samson y cols., 1986),
avalan esta hipótesis, ya que la población lactotropa se localiza
fundamentalmente en las zonas caudal y rostral del lóbulo anterior,
areas que están irrigadas respectivamente por los vasos portales cortos
y largos (Sasaki y lwana, 1988). Sin embargo, la administración de un
antagonista en situaciones fisiológicas y experimentales no siempre
desciende los niveles circulantes de PRL (Johnston y Negro-Vilar,
1988), sugiriendo que la secreción de esta hormona está regulada de
forma diferente dependiendo del estímulo que la induce, y que existe en
condiciones fisiológicas más de un mecanismo de control implicado en
dicha regulación.
-El VIP (Vasoactive Intestinal Polypeptide) es capaz de estimular la
liberación hipofisaria de PRL actuando directamente sobre las células
lactotropas (Enjalbert y cols., 1980). Puede actuar de forma autocrina o
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paracrina sobre dichas células, ya que es sintetizado en la hipófisis
(Arnaout y cols., 1986), de forma que su efecto podría estar implicado en
los pulsos de gran masa observados en ausencia del tono inhibidor
dopaminergico (Hagen y cols., 1986>. Ademas, parece jugar un papel en
la regulación de la secreción hipofisaria de PRL, en algunas
condiciones fisiológicas y farmacológicas en las que la OT no lo hace
(Johnston y Negro-Vilar, 1988>. Sin embargo, la administración de un
antisuero anti-VIP, aunque disminuye la frecuencia y amplitud de los
pulsos de PRL al desaparecer la inhibición dopaminérgica, sin
modificarlos en presencia de esta última, no llega a bloquear la
aparición de pulsos de baja masa (López y cols., 1989), lo que sugiere
que este péptido modula la liberación hipofisaria de PRL en condiciones
fisiológicas, pero existen otros factores implicados en la regulación de
la misma, asociados fundamentalmente con la aparición de este último
tipo de pulsos. Existen fibras inmunoreactivas para el VIP en el
hipotálamo y eminencia media (Sims y cols., 1980), y la administración
central de este péptido aumenta la secreción de OT y, en consecuencia,
la de PRL, efecto que es inhibido por el tratamiento concomitante con un
antisuero anti-OT (Samsom y cols., 1989), lo que indicaría un efecto
estimulador del VIP sobre la liberación hipofisaria de PRL, mediado por
un aumento en la liberación de OT.
-PRE procedente de la hipófisis posterior, ya que extractos de este
tejido estimulan, de forma específica y dosis-dependiente, la secreción
hipofisaria de PRL, efecto que se atenúa muy notablemente cuando se
utilizan extractos de eminencia media, por lo que este PRF no parece
ser la 01 (Hyde y cols., 1987). De hecho, estimula “in vitro” la secreción
hipofisaria de PRL en presencia de concentraciones fisiológicas de
dopamina, y es distinto de la OT, angiotensina II o TRH, ya que es
resistente a la inactivación por tripsina y ácido perfórmico, pero
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hidrolizable por quimotripsina o prolina-endopeptidasa (Hyde y Ben-
Jonathan, 1988).
Aunque la TRH presenta una potente acción estimuladora de la
liberación hipofisaria de PRL, contrarrestando la inhibición
dopaminérgica de la misma al activar la movilización intracelular de
0a2+ (Martinez de la Escalera y Weiner, 1988b), este efecto no parece
jugar un papel fisiológico (Debeljuck, 1988). De igual forma, se ha
descrito la existencia de otros secretagogos de PRL, sin que en la
actualidad se conozca su posible participación en el control fisiológico
de la liberación hipofisaria de esta hormona, como es el caso de la
sustancia P, arginina-vasopresina, etc... (Debeljuk, 1988).
Por último la dopamina disminuye la frecuencia de los pulsos de
PRL (López y cols., 1989), y en el caso de los de pequeña masa,
también la disminuye la sección del tallo hipofisario (Smith y cols.,
1986), lo que parece indicar que factores de origen hipotalámico
estarían implicados en la génesis de estos picos.
1 .9.2 El pico preovulatorio de PRL
.
La liberación hipofisaria de PRL depende fundamentalmente del
contenido de esta hormona a dicho nivel, y de los factores estimuladores
e inhibidores de su secreción que actúan sobre la célula lactotropa en
un momento determinado. En la rata, durante el periodo preovulatorio se
observa un aumento muy marcado en los niveles séricos de PRL. Esta
elevación es bifásica con un pico inicial seguido de una fase de meseta
(Ronnekleiv y Kelly, 1988). Los factores implicados en su regulación
difieren según el estadio considerado:
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-Antes de la elevación preovulatoría de PRL: aumento del
contenido hipofisario de esta hormona, probablemente debido a la
acción de concentraciones elevadas de estradiol (Carrillo y cols., 1987),
concomitante con un mantenimiento de la inhibición dopaminérgica
(Arbogast y Ben-Jonathan, 1988).
Durante el pico preovulatorio de PRL: descenso del contenido
hipofisario de esta hormona sin disminución de la sensibilidad de la
célula lactotropa a la dopamina (Arbogast y Ben-Jonathan, 1988). En la
eminencia media no existen modificaciones en la actividad tirosina-
hidroxilasa ni en el metabolismo de la DA, manteniendose la inhibición
por esta última de la liberación hipofisaria de PRL (Arbogast y Ben-
Jonathan, 1988). No se puede excluir una disminución transitoria en
dicha inhibición (Martinez de la Escalera y cols., 1988b), y es muy
probable la actuación simultanea de un PRF. En esta fase, aumenta la
concentración de OT en la circulación portal hipofisária (Sarkar y Cibb,
1984), y la administración de un antagonista de esta última o la
lobectomía hipofisaria posterior (Murai y cols., 1989), inhiben la
elevación de los niveles séricos de PRL (Johnston y Negro-Vilar, 1988),
lo que sugiere un papel fisiológico de la OT y/o un PRF procedente de la
neurohipófisis, como factor estimulador de la liberación de PRL por la
célula lactotropa, durante este periodo. El mismo papel parece ejercer el
VIP, ya que la administración de un antisuero anti-VIP en esta fase,
también interfiere con la aparición del pico preovulatorio de PFiL (Murai
y cols., 1989).
Durante la fase de meseta en la secreción de PRL: descenso en el
contenido hipofisario de esta hormona, más acentuado que en el caso
anterior, y disminución de la inhibición dopaminérgica sobre la célula
lactotropa (Arbogast y Ben-Jonathan, 1988). En eminencia media, existe
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un descenso de la actividad tirosina-hidroxilasa y del metabolismo de la
dopamina. No se puede excluir la estimulación de la secreción de PRL
por un PRF, que durante este periodo no seria ni el VIP, ni la OT (Murai
y cols., 1989).
-Una vez finalizada la elevación preovulatoria de PRL: elevación
del contenido hipofisario de esta hormona y del tono inhibidor
dopaminérgico sobre la hipófisis (Arbogast y Ben-Jonathan, 1988). En
eminencia media, se observa un aumento en el metabolismo de la
dopamina, asociado a una elevación en la concentración plasmática de
esta última en el sistema portal hipofisario, que se mantiene durante la
fase de estro (Ben-Jonathan y cols., 1977).
1.9.3 Control paracrino de la liberación hipofisaria de PRL
.
La LHRH ejerce una acción estimuladora de la secreción de PRL
(Braund y cols, 1984, Yen y cols., 1980) directamente a nivel hipofisario
(Denef y Andries, 1983). Dado que únicamente existen receptores
específicos para la primera en las células gonadotropas (Childs y cols.,
1983), esta acción estaría mediada por un mecanismo paracrino en
estas últimas y las células lactotropas.
La angiotensina II se produce en la adenohipófisis,
fundamentalmente en las células gonadotropas (Dechepper y cols.,
1986), y actúa sobre la población lactotropa aumentando la liberación
de PRL, mediante interacción con receptores específicos a este nivel
(Aguilera y cols., 1982). Dado que el contenido hipotalámico de
angiotensina lles muy bajo (Canten y cols, 1983), y su concentración en
el sistema portal hipofisario no difiere de la observada en la circulación
periférica (Plotsky, 1986), la LHRH podría activar la síntesis de este
factor en la población gonadotropa, que a su vez estimularía la
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liberación de PRL por la célula lactotropa, actuando de forma paracrina.
No se ha descrito la presencia en el sistema portal hipofisario de
Acetilcolina (Ach>, pera si la existencia de receptores muscarínicos en la
adenohipófisis de rata (Schaeffer y Hsueh, 1980). Estudios realizados
“in vitro”, utilizando agregados de células hipofisarias en cultivo,
demuestran la producción y secreción de ACh en las mismas,
fundamentalmente en la población corticotropa, pero no en la
gonadotropa (Carmeliet y Denef, 1988), y la acción inhibidora de este
neurotransmisor sobre la liberación de PRL por la célula lactotropa
(Rudnick y Dannies, 1981). Por lo tanto, la estimulación de la población
corticotropa aumentaría la secreción de ACh a este nivel, disminuyendo
la liberación hipofisaria de PRL por el efecto paracrino que la primera
ejerce sobre la célula lactotropa.
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1.10 ESTRUCTURA FUNCIONAL DE LA GLANDULA PAROTIDA
EN LA RATA.
La glándula parótida se encuentra adherida lateralmente a la base
de la oreja, recorre el borde caudal de la mandíbula hacia la región
anterior de la laringe extendiendose caudalmente hacia la clavícula.
Rostralmente está en contacto con la glándula lacrimal, y ventralmente
cubierta por las otras glándulas salivales.
Está formada por tres lóbulos. De cada lobulo emerge un conducto
excretor, fundiendose los tres en un conducto excretor único que es el
conducto principal o parotideo. Este conducto camina rostralmente junto
con el nervio bucal, penetrando ambos en la cavidad bucal hasta el
borde anterior del músculo masetero.
Embriológicamente, la parótida tiene un origen común con la
hipófisis, es decir, ambas derivan del ectodermo mientras las demas
glándulas salivales derivan del endodermo.
Microscópicamente la glándula parótida muestra un sistema
excretorio muy bien diferenciado. La serosa de la glándula está
subdividida en numerosos lóbulos separados por septos de tejido
conectivo.
Las glándulas salivales de la rata y los nódulos linfoides de la
región cervical anterior están cubiertos por una extensa capa de tejido
adiposo que se extiende desde la mandíbula hasta la región axilar.
En la vecindad de las glándulas salivales se han descubierto unos
lóbulos de grasa oscura que durante la disección pueden ser
confundidos con nódulos linfoides o glándulas.
En la glándula parótida se han detectado algunos péptidos y
factores de crecimiento como SS, VIP, PRL, ESE (Epitelial Srowth
Factor) y NGF <Nerve Crowth Factor) (Cohen, 1960).
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1.11 DIFERENCIACION CELULAR.
Uno de los campos de investigación más importante dentro de la
Biología moderna está ocupado por el estudio de los mecanismos de la
diferenciación celular.
Desde hace aproximadamente 2 décadas, se están publicando
numerosos estudios sobre diferentes estirpes celulares tanto normales
como patológicas que indican claramente que la diferenciación celular
depende del medio en que se desarrollan los elementos, así como de la
acción de una serie de agentes inductores externos a las células
(Patterson 1977, McKeehan, 1982).
La estructura química de las sustancias que pueden actuar sobre
la diferenciación celular es muy diversa (Mckeehan 1982), pueden ser:
1.- FACTORES FíSICOS: Por contacto celular activando sistemas
situados en relación con la membrana celular (por ejemplo la activación
del sistema inositol-trifosfato).
2.- FACTORES ION ICOS: Bién porque actuen sobre la membrana
celular o porque se intercambien a traves de uniones comunicantes.
Según Breckenridge y cols. (1987) el litio inhibe la morfogénesis pero
no la diferenciación neural en el Xenopus Laevis. Estudios llevados a
cabo en 1989 por Reichelt y cols., demuestran que el potasio actua
como iniciación en la diferenciación de neuronas retinianas.
3.- OTROS FACTORES: Factores de crecimiento, factores
nutricionales, hormonas. Estos factores por su variedad y especificidad
son las sustancias que inducen directamente modificaciones celulares,
generalmente muy específicas y pueden ejercer importantes efectos
sobre la diferenciación celular. Por ello el estudio de su actividad seria
muy interesante realizarlo en cultivos celulares, en los cuales se podría
controlar con alta fiabilidad su mecanismo de acción (Muggleton-Harris
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y Higbee, 1987). Dentro de estas sustancias, cabe destacar la actividad
de todo tipo de nutrientes celulares (McKeehan, 1982) y factores de
crecimiento: NGF , BDNF (Brain Derived Nerve Crowth Factor), CNTF,
IGF-1, TGFI3 (Transforming Growth Factor 13) y ECF.
Los primeros trabajos en los que se describe un factor promotor
del crecimiento neuronal fueron publicados por Levy-Montalcini y
Hamburguer en 1951. En 1960, Cohen muestra por primera vez que la
parótida es muy rica en este tipo de factor de crecimiento.
En 1962 se describe el ECF, polipéptido de peso molecular 6.100,
descubierto en la glándula salival de los múridos que inyectado a
animales recien nacidos precipita la salida de los dientes y la apertura
palpebral acelerando ademas la proliferación epitelial.
Algunos de los estudios sobre la acción de los factores de
crecimiento han permitido demostrar que las acciones que ejercen estas
sustancias sobre las células, se deben a la activación de determinados
genes de la familia de los glucocorticoides (Milbrandt 1988).
La diferenciación celular, por tanto, está regulada por una
expresión específica de genes que va a ser la vía de control de un factor
de transcripción, un ejemplo es el Pit-1 (Nelson y cols., 1988) o GHF-1
(Bodner y cols., 1988) que regula la expresión del gen de CH y además
controla también su gen promotor.
Cuando este factor de transcripción se descubrió, se aceptó que el
Pit-1 promovía no solo el gen de la CH sino también la expresión del
gen de PRL, aunque recientemente se ha propuesto la existencia de un
factor de transcripción diferente que promueve la expresión del gen de
PRL (Castrillo y cols., 1989).
La conversión de células de CH a células de PRL mostrada por
Kinji y cols. (1991), puede indicar la existencia de un sistema de
expresión diferente del gen de PRL.
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Las señales extracelulares que intervienen en la diferenciación
celular son transmitidas por factores de transcripción al tejido
específico, pero aun así, como se transmiten estas señales
extracelulares a los factores de transcripción aun no está bien aclarado.
Sobre la inducción de la diferenciación celular mediante factores
extracelulares (Kinji y cols., 1991) se han utilizado sistemas de estudio
como la línea celular MET/S para estudiar los mecanismos de la
diferenciación celular “in vitro”.
El efecto de esta amplia variedad de factores sobre la
diferenciación celular, se ha demostrado no solo en tejidos
embrionarios, sino también en tejidos adultos, si bien, en estos últimos
la capacidad de transformación morfofuncional es menor y tarda más
tiempo en realizarse. Este hecho ya fue sugerido por Alvarez-Buylla en
1963 y demostrado por Potter y cols. en 1986.
2.ANTECEDENTES
Y
OBJETIVOS DEL ESTUDIO
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Es evidente que la hipofisectomía total condiciona la aparición de
una serie de problemas endocrinológicos que se producen como
consecuencia de la ausencia de secreción hipofisaria.
La atrofia de los tejidos diana de las hormonas hipofisarias
(suprarrenales, tiroides, ovarios/testiculos) implica la necesidad de un
tratamiento sustitutivo que en algunas ocasiones no es suficiente para
reinstaurar una vida normal al individuo que ha sido sometido a
hipofisectomía. La ausencia de tratamiento sustitutivo conduce a la
muerte del individuo hipofisectomizado en un plazo generamente corto.
Este hecho es constatable desde el punto de vista experimental, y
es conocido desde hace tiempo que los perros hipofisectomizados sin
tratamiento sustitutivo raramente son capaces de sobrevivir algunas
semanas tras la hipofisectomia (Houssay, 1936).
Ya en 1963, Alvarez-Buylla y E.R. Alvarez-Buylla demostraron que
la sustitución de la hipofisis en el perro por un fragmento de glándula
parótida era capaz de reinstaurar en poco tiempo algunas de las
funciones hipofisarias. Si en vez de parótida se transplantaba músculo o
grasa, este efecto no se producía.
La capacidad de la glándula parótida transplantada en la silla
turca, en el lugar que ocupaba la hipófisis, de sustituir en parte las
funciones de esta última, fue comprobada inicialmente por los mismos
autores que observaron el mayor tiempo de supervivencia de los perros
transplantados con glándula parótida respecto a los transplantados con
músculo (Alvarez-Buylla y cols., 1 970a).
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Estos autores evaluaron también la función adrenocortical de estos
animales mediante la determinación de 17-OHcorticosteroides en
plasma (Alvarez-Buylla y ER. Alvarez-Buylla, 1970b) comprobando
datos previos en los que dicha función fue estimada por métodos
indirectos, bién sea estimulando la eosinopenia inducida por ACTH
(Alvarez-Buylla y E.R. Alvarez-Buylla, 1964) o mediante la
determinación de la excreción urinaria de 17-cetosteroides antes y
después de un tratamiento con metopirona (SV 4885) (Alvarez-Buylla y
EH. Alvarez-Buylla, 1967). Estos estudios fueron confirmados más tarde
midiendo el cortisol plasmático por CPB (Alvarez-Buylla y Tsutsumi,
1979).
Se evaluó asimismo la función gonadal de los perros
hipofisectomizados con transplante de glándula parótida en la silla
turca, observandose una normalización casi total de los ciclos estrales
de la hembra y de la producción de espermatozoides en el macho
(Alvarez-Buylla y cols., 1973). En este mismo estudio se describió una
disminución en los niveles plasmáticos de cortisol que revierte con el
transplante.
Estos animales transplantados con glándula parótida, mostraban
tambien un mayor grado de función tiroidea, evaluada por captación de
1311 respecto a los simplemente hipofisectomizados (Alvarez-Buylla y
cols., 1970c). Cuando la operación se realizaba en perros jóvenes, se
obsevaba una ausencia de crecimiento, indicativa de un déficit de CH, y
si estos animales se cruzaban, se obtenian camadas normales, mientras
que las madres operadas no eran capaces de amamantar a las crias, lo
cual sugería un fallo tambien a nivel de la PRL.
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El mecanismo por el cual el transplante de glándula parótida
compensa las deficiencias hormonales producidas por la hipofisectomía,
no queda bien aclarado por Alvarez-Buylla, pero este autor si sugiere
que las células de la glándula parotidea se desdiferencian y que por la
influencia de hormonas hipotalámicas adquiren las propiedades de las
células hipofisarias primitivas. Otra posibilidad, sugiere, es que el
fragmento de parótida contenga un factor que promueva el crecimiento y
la diferenciación del tejido hipotalámico y que sea este efecto el que
determine la restitución parcial de la función hipofisaria (Alvarez-Buylla
y ER. Alvarez-Buylla, 1963).
Los primeros trabajos en los que se describe la existencia de un
factor de crecimiento neuronal fueron publicados en 1951 por Levy-
Montalcini y Hamburger. En 1960, Cohen demuestra que la glándula
sal¡val es muy rica en este factor de crecimiento. En 1962 se describe el
EGF que también contiene la glándula parótida y que acelera la
proliferación epitelial.
Aunque la primera referencia publicada por Alvarez-Buylla
relacionando el transplante de glándula parótida y el factor de
crecimiento contenido en esta y que podría promover el crecimiento y la
diferenciación hipotalámica data de 1963, solo recientemente los
neurocientificos se han interesado por la relevancia de este factor
promotor del crecimiento neuronal, en la diferenciación y proliferación
neuronales, y han aplicado estos conocimientos a la regeneración del
S.N.C.
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Desde los trabajos de Patterson en 1977, se sabe que los
condicionantes ambientales son críticos a la hora de la diferenciación
celular. En el caso de las células del sistema nervioso autónomo>
dependiendo del lugar del organismo en el que se desarrollan, o lo que
es lo mismo, del microambiente hormonal, pueden dar lugar a
neurotransmisores distintos o incluso a morfologías diferentes.
Eurshpan y cols. (1986), cultivan neuronas neonatales simpaticas
con miocitos cardiacos, y observan que las primeras son capaces de
cambiar sus características de neurotransmisión pasando de ser
adrenérgicas a colinérgicas. Este hecho fue corroborado por Potter y
cols. en 1986, observando que la composición del medio de cultivo
juega un papel importante y que el mismo efecto es posible en neuronas
procedentes de animales adultos, si bién la capacidad de cambio
funcional es menor (Potter y cols., 1986).
Greene y cols., (1987) observan también como células PC 12
altamente diferenciadas derivadas de un feocromocitoma son capaces
de modificar de manera evidente sus caracteristicas morfofuncionales en
presencia de NGF, desarrollando un fenotipo similar al de las neuronas
simpáticas.
La posibilidad de cambio morfofuncional, existe también en otros
tipos de células adultas. Bellows y cols., en 1990, observan que la PTH
es capaz de suprimir de manera reversible la diferenciación de células
osteoprogenitoras en osteoblastos funcionales, mientras que los
andrógenos estimulan la diferenciación y la proliferación de las células
oseas (Kasper y cols., 1990). Yeh y cols. (1989) comprueban que la
corticosterona es capaz de inducir diferenciación de células intestinales
en ratas lactantes adrenalectomizadas y Xuefan y Bjórntorp (1987) ven
como fas hormonas sexuales juegan un papel en la diferenciación de los
precursores de las células adiposas.
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Son también interesantes los hallazgos de Horacek y cols., (1989)
donde el tratamiento con LHRH es capaz de inducir la diferenciación de
células gonadotropas y lactotropas en tejido hipofisario embrionario de
hamster transplantado bajo la cápsula renal de animales adultos
hipofisectomizados y orquidectomizados.
Aunque Alvarez-Buylla postuló la existencia de una
desdiferenciación de las células salivales que llegaban a asumir
algunas de las propiedades de la células hipofisarias, él fue incapaz de
poder demostrar completamente estos hechos a la comunidad científica
internacional, a pesar de que en algunos estudios histológicos observó
modificaciones del tejido transplantado (Alvarez-Buylla y Tsutsumi,
1979).
Nuestra meta pues, ha sido reproducir los estudios de Alvarez-
Buylla en ratas midiendo niveles de hormonas hipofisarias en plasma y
en tejidos, sometiendo ademas al tejido transplantado a estudios de
inmunohistoquimica usando anticuerpos específicos para algunas de las
hormonas hipofisarias (anticuerpos facilitados por la N.l.H. americana).
3.DISEÑO EXPERIMENTAL
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Se utilizaron 90 ratas hembra de aproximadamente 150 g de peso,
de la raza Wistar (Panlab, Barcelona).
Setenta animales se hipofisectomizaron siguiendo la técnica de
Alvarez-Buylla y se dividieron en cuatro grupos:
GRUPO A: Hpx-Tp (20 hembras).
Ratas hipofisectomizadas y transplantadas con parótida.
GRUPO 6: Hpx-Tg (20 hembras).
Ratas hípofisectomizadas y transplantadas con grasa.
GRUPO O: Hpx-C <20 hembras).
Ratas hipofisectomizadas y transplantadas con silla turca rellena
de cemento de dentista.
GRUPO D: OVARIECTOMIZADO (10 hembras).
Ratas hipofisectomizadas, transplantadas con parótida y
ovariecto mizadas.
GRUPO CONTROL (20 hembras).
Ratas del mismo sexo y edad no operadas.
Todos los animales fueron estudiados durante 35 semanas. Se
determinaron una vez al mes, durante 9 meses, a partir de la operación
de transplante, los niveles hormonales de LH, PRL, CH y corticosterona,
tanto basales como tras la administración de LHRH, TRH, y GRH-
pi ri dosti gmi n a.
Diariamente se siguió el ciclo estral mediante la determinación de
frotis vaginales. Los animales se pesaron cada 4 semanas.
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Al cabo de las 35 semanas de la operación, la mitad de los
animales supervivientes se sacrificó por decapitación, recogiendose la
sangre troncular y disecándose el área hipotálamo-hipofisaria y/o
transplante. Asimismo se extrajeron los órganos diana (suprarrenales,
ovarios y útero) para determinar su peso. Las hipófisis y/o transplantes
fueron homogeneizadas en solución salina fría, centrifugadas, y el
sobrenadante se conservó a -200C hasta la determinación de su
contenido hormonal por RíA y de su contenido proteico por el método
del azul brillante.
La otra mitad de los animales se sometió a técnicas de fijación “in
toto” mediante perifusión intracardiaca de paraformaldehido al 4% en
PBS (0.1 M, pH 7.4) bajo anestesia con tribromoetanol. Una vez fijada, se
procedio a la disección del área hipotálamo hipofisaria, para su estudio
con técnicas de inmunohistoquimica.
4.MATERIALES
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4.1 INSTRUMENTOS QUIRURGICOS.
-Disector recto: varilla de vidrio de 4 mm de diámetro (figura 8.1).
-Disector curvo: varilla de vidrio de 6 mm de diámetro con la punta
curvada (figura 8.2).
-Gancho realizado con una varilia de vidrio de 4 mm de diámetro
(figura 8.3).
-Aspiradores de sangre e hipófisis: pipeta pasteur y tubo de vidrio
respectivamente (figuras 8.4 y 8.5).
Este instrumental de vidrio fue fabricado a mano especialmente
para esta técnica.
-Separadores metálicos curvos de alambre de latón de 1.5 mm de
diámetro (la sección curvada se flamea) (figuras 9.9 y 9.10).
-Depresor de lengua de aluminio de 13 cm x 7 mm x 1.5 mm (figura
9.4).
-Separador de boca y fijador para el cateter endotraqueal: de
alambre de acero de los números 20 y 22 respectivamente (figura 9.2).
-Cateter endotraqueal: Tubo de teflón de los números 16, 18 y 20
dependiendo de la edad y el peso de la rata (figura 9.8)
-Periostomo (excavador) de odontólogo. Fundamentalmente para
penetrar en el orificio de la craneotomía y levantar la compacta,
teniendo un buen control visual de la hipófisis (figura 9.5).
-Aguja para abrir meninges de punta curva (número 25) en sentido
retrógrado. Esta aguja se suelda a un brazo de latón de 4 mm de
diámetro (figura 9.6).
-Separador que fija los incisivos superiores e inferiores: tubo de
latón de 7.5 mm de diametro y 1,6 cm de largo en cuya curvatura se
suelda un dispositivo para introducir los incisivos del animal (figura 9.1).
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-Mesa de operación: Hecha con dos piezas de madera de 30 x 18 x
2cm y 25 x 18 x 2cm, unidas por el borde superior mediante un sistema
de bisagra, lo que permite una inclinación de la tabla superior en
ángulos diferentes. El animal se coloca en la mesa sobre su espalda. La
cabeza se fila en la mesa con un instrumento en forma de U, que separa
los d¡entes, construido con alambre de latón de 2.5 mm de diámetro y
brazos de 5.5 cm. los brazos del separador se insertan en dos orificios
situados a 2.5 cm del borde de la mesa. Los incisivos superiores del
animal se colocan debajo del gancho antes de sujetar. A la izquierda del
gancho suietador y con una inclinación de 900 se atornilla una pieza de
aluminio de 5 x 2.5 cm. Esta pieza fija el cuello del animal que queda en
tracción durante el acto quirúrgico (figura 10).
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Figura 8.- Instrumentos quirúrgicas: vIdrio.
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Figura 9.- Instrumentos quirúrgicos: metal.
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Figura 10.- Mesa de operación.
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4.2 ANIMALES DE EXPERIMENTACION.
Se utilizaron ratas hembras de la raza Wistar (Panlab, Barcelona).
Los animales se mantuvieron en un ratario convencional, con
sistema de ventilación por extracción continua. La luz fluorescente con
control automático de ciclos de 12 horas de luz ( 8.00-20.00) y 12 de
oscuridad. La temperatura controlada por termostato fue de 20 ±30C.
Para el alojamiento de los animales se utilizaron jaulas de
policarbonato con tapa de reja metálica con unas dimensiones de 40 x
25 x 15 cm. El número de animales por jaula en el periodo preoperatorio
fue de 5 y en el postoperatorio 3-4 por jaula. Las jaulas con cama de
viruta se limpiaron cada 4-5 dias, salvo en el periodo postoperatorio, ya
que debido a la diabetes insipida transitoria (aparece a los 90-120
minutos de la operación y dura unas 12 horas) que presentan estos
animales tras la hipofisectomía, la limpieza de las jaulas se realizaba
diariamente o en días alternos.
En el ratario de nuestro departamento se administra a los animales
agua y comida “ad libitum”, utilizando la dieta A-04 para el
mantenimiento de rata-ratón (Panlab). La composición de este tipo de
dieta se detalla a continuación:
DIETA A-04 (2900 cal/Kg)
-Prótidos 17%
-Lípidos 3%
-Glúcidos 59%
-Celulosa 4%
-Minerales 5%
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4.3 SOLUCIONES TAMPON.
-Tampon 1: Tampón fosfato O.SM, pH 7.6
Se utiliza para el marcaje de hormonas y como base del resto de
los tampones utilizados en el RíA.
- Tampón II: Tampón fosfato 0.01 M, NaCí 0.1 5M.
Se utiliza como base de los tampones III y IV.
-Tampón III: Tampón fosfato 0.O1M, NaCí 0.1SM, BSA (albúmina
sérica bovina, fracción V) 1%, pH 7.6.
Se utiliza para diluir la curva patrón, la hormona marcada y para
completar volúmenes de las muestras problema.
-Tampón IV: Tampón fosfato 0.01 M, NaCí 0.1 SM, EDTA 0.025M,
tritiplex 0.025M, pH7.6.
Se emplea para diluir el anticuerpo.
- Tampón de ensayo de corticosterona (TE): Tampón fosfato
O.005M, pH7.4, BSA 0.6 gIl, gammaglobulina 0.2 g/l
Se emplea en el radioinmunoensayo de corticosterona.
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4.4 REACTIVOS DEL RADIOINMUNOENSAYO: ANTíGENOS Y
ANTICUERPOS.
Todos los reactivos utilizados para los radioinmunoanálisis de
hormonas polipeptidicas fueron suministrados por el “National Hormone
and Pituitary Program” del “National Institute for Arthritis Diabetes and
Digestive and Kidney Diseases” (NIADDK). Su reconstitución y
conservación se realiza según las instrucciones que acompañan a cada
reactivo.
-LH para yodar NIADDK-rat LH-l-8: con una actividad biológica de
0.9 x NIH-LH-S1 medida por bioensayo. La contaminación con rFSH,
rTSH, rGH y rPRL es menor del 0.1%. La caracterización química por
Sephadex revela que es monomérica en una proporción del 95 al 100%.
-LH estandar NIADDK-rat-LH-RP-2: con una actividad biológica de
0.03 x NIH-LH-S-1 medida por bioensayo.
-Anticuerpo anti-LH NIADDK-anti-rLH-S-8: este anticuerpo se
utiliza a una dilución final de 1:6000.
-PRL para yodar NIADDK-rat PRL-l-8: con una actividad biológica
de 30 U.l./mg medida por bioensayo. La contaminación con rFSH, rTSH
y rLH es menor del 0.1%, la contaminación con rGH es menor del 0.3%.
La caracterización química por Sephadex y electroforesis en PAGE-SDS
revela que es monomérica en una proporción del 95 al 100%.
-PRL estandar NIADDK-rat-PRL-RP-3: presenta la misma actividad
biológica, contaminación con otras hormonas y caracteristicas químicas
que la NIADDK-rPRL-RP-1 cuando se determina por
radioinmunoanálisis.
-Anticuerpo anti-PRL NIADDK-anti-rPRL-S-9: este anticuerpo se
utiliza a una dilución final de 1:22500.
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-CH para yodar NIADDK-rat GH-l-4: con una actividad biológica de
1.8 l.U./mg medida por bioensayo. La contaminación con otras hormonas
de la adenohipófisis es menor del 0.1%. La caracterización química por
Sephadex revela que es monomérica en una proporción del 95 al 100%.
-GH estandar NIADDK-rat-CH-RP-1: con una actividad biológica de
0.6 x l.U.Img medida por bioensayo.
-Anticuerpo anti-GH NIADDK-anti-rGH-S-4: presenta un 1 .6% de
reacción cruzada con la rPRL y nula con la rFSH, rLH y rTSH, este
anticuerpo se utiliza a una dilución final de 1:60000.
-Corticosterona marcada: (1-2)3H-corticosterona con una actividad
de 94 Ci/mmol (Amersham>.
-Anticuerpo anticorticosterona: obtenido de suero de conejo, no
presenta reacción cruzada con testosterona, progesterona, cortisol ni
estradiol (Bioclin, Cardiff, UK). Se emplea a una dilución final de 1:800
4.5. REACTIVOS PARA INMUNOCITOQUIMICA: ANTICUERPOS.
Anticuerpo anti-PRL NIADDK anti-r-PRL-IC-4, obtenido de suero de
conejo.
Anticuerpo anti-LH NIADDK anti-of3-LH-IC-1, obtenido de suero de
conejo.
Anticuerpo anti-GH NIADDK anti-r-CH-IC-1, obtenido de suero de
mono.
Anticuerpo anti-TSH MAB613 (Chemicon), obtenido de suero de
ratón.
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5.1 1-IIPOFISECTOMIA PARAFARINGEA.
5.1.1 Procedimiento quirúrgico
.
La intervención se realiza en una mesa de operaciones (figura 10)
diseñada para tal fin por Alvarez-Buylla, que permite la fijación de la
rata y su fácil manipulación. El animal se intuba utilizando una cánula
traqueal que se conecta a un respirador automático. Tras ser
anestesiado con IBE se procede al rasurado y limpieza (con una
solución antiséptica) de la cara anterior del cuello, donde se hace una
incisión, justamente en la linea media, 1 cm posterior al borde inferior
de la mandíbula y por encima del manubrio esternal.
La incisión en la linea media se hace sobre la fascia superficial
que cubre los músculos digástrico y esternohioideo. Utilizando el tendón
central del digástrico izquierdo como referencia, se introducen los
disectores de vidrio recto y curvo perpendicularmente hasta el hueso de
la base del cráneo. Posteriormente y con la ayuda de ambos disectores,
se separan y disecan las distintas estructuras:
-Vena yugular interna izquierda y cara interna del músculo
masetero (se separan hacia la izquierda).
Músculos digástrico y esternohioideo, traquea y esófago (se
separan hacia la derecha).
El extremo distal de la apófisis pterigoides izquierda se utiliza
como referencia para abrir la nasofaringe. Los tejidos blandos se
separan de los huesos esfenoides y occipital con el disector recto de
vidrio hasta que el hueso esta limpio y puede hacerse visible la línea
media.
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Una vez disecado el músculo nasofaringeo, los huesos del cráneo
quedan expuestos en el fondo de manera que se puede observar
fácilmente una linea transversal azulada que es la sincondrosis esfeno-
occipital.
La aspiración se realiza a través de un sistema de vacío conectado
a un tubo de succión de boquilla curva. Para la separación de las
estructuras y ampliación del campo quirúrgico se utilizan 4 ó 5
separadores metálicos, pero la tracción debe realizarse
cuidadosamente, ya que si es excesiva puede dañar la laringe, la
traquea o el esófago.
La base ósea esfenoidal se taladra con una broca de dentista
dirigida perpendicularmente hacia el centro del seno venoso esfenoidal.
El orificio se abre por detrás del eje transversal del hueso, 1 mm
aproximadamente por delante de la sincondrosis esfeno-occipital (figura
12). El hueso se perfora preservando la compacta y una vez visualizada,
se procede a levantar esta fina capa ósea con el excavador o
periostomo hasta que queda a la vista la duramadre. El sangrado, si se
produce, se detiene insertando en el orificio tapones de espongostán.
Los bordes de este se liman para alisarlos y al mismo tiempo aumentar
el diámetro de la apertura, para facilitar la posterior aspiración de la
hipófisis.
Una vez que se observa la hipófisis cubierta por la duramadre, se
secciona en forma de cruz esta ultima con la aguja de meninges,
quedando la hipófisis al descubierto. A continuación se toma el
aspirador de hipófisis (figura 11) al que se ha acoplado una trampa de
malla y se procede a la succión de la glándula. La hipófisis se extrae
integra con el tallo y queda atrapada en la malla.
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La presión de aspiración (1-10 mm Hg) es controlada mediante la
aplicación del dedo índice sobre el orificio del aspirador. En la mayoría
de las ocasiones, se extrae la hipófisis integra con el tallo seccionado,
pero algunas veces se obtienen separadas la adenohipófisis y la
neurohipófisis. Esto puede comprobarse, bien directamente o bajo la
lupa binocular, dado que la hipófisis queda retenida en la malla del
aspirador. Suele darse una pequeña hemorragia y descarga de líquido
cefalorraquideo que cede espontáneamente.
italia de nylón para Orificio que regula la
atrapar a la Hipófisis presión de aspiración
Vacio — ~4 ~
3 .nm.diametro
Figura 11 .- Aspirador de hipófisis.
5. Métodos experimentales 70
flilasetero
A.Pterigo¡áes
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Figura 12.- Relaciones anatómicas entre los músculos del cuello
y el área donde se ha de realizar el orificio en la base del cráneo.
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5.1.2 Transplante de parótida
Se procede a la disección de la parótida seccionando una porción
de aproximadamente el doble del tamaño de la hipófisis extraída y
cuidando de no lesionar el conducto excretor.
Una vez realizada la hipofisectomía y con la misma aguja de
meninges, se abre la tienda de la hipófisis visualizándose en ese mismo
momento la salida de liquido cefaloraquideo que se seca con un tapón
de espongostán. Una vez seco el orificio, y con el el campo quirúrgico
perfectamente visible, se procede a la colocación del transplante.
Se toma el fragmento de glándula parótida, se coloca en el orificio
y con la ayuda de un fiador de transplante de vidrio hecho para tal fin,
se empuja con delicadeza el transplante hacia abajo y en sentido rostral
hasta que quede introducido en íntimo contacto con el tercer ventrículo.
(figura 13).
A continuación se cierra el orificio con un tapón de silastic (Dow
Corning) para prevenir la vascularización proveniente del hueso
lesionado y sus estructuras anejas. Se retiran los separadores, se
colocan las estructuras, se espolvorea la herida con sulfatiazol y se
cose la piel del animal con seda.
El transplante de grasa, se realiza siguiendo la misma técnica que
en el transplante de parótida, extrayendo el tejido graso de la región
cervical del animal.
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5.1.3 Cuidados Dostoneratorios.
Finalizada la operación, los animales se instalan en jaulas en las
que se protege la viruta para evitar que se introduzca en la boca o en
las fosas nasales de las ratas ya que la obstrucción nasal o faríngea les
causaría inmediatamente la muerte.
La aplicación de calor mientras los animales se recuperan de la
operación fuera del ratario convencional, se realiza mediante una
lámpara de rayos infrarrojos.
La observación es continua para evitar que se traguen la cánula
endotraqueal ya que hay que mantenerla hasta que el mismo animal se
la retira.
Finalizada la operación se le administra a cada animal:
- Dexametasona s.c. <80 pg en 1 ml de solución salina).
- Penicilina C retardada i.m. (60.000 U).
- Se espolvorea la cicatriz con sulfatiazol.
Tras vigilancia intensiva durante 3-4 horas, y una
de la operación se trasladan al ratario convencional.
Durante la primera semana del postoperatorio se les administra
dexametasona en dosis decrecientes (64, 32, 15, 16, 8, 8 y 4 pg) y una
vez suprimida se mantienen una semana mas con suero glucosalino (5%
glucosa en solución salina 0.9%). Transcurrido este tiempo, se suprimen
los sueros y se administra únicamente agua “ad libitum”
vez recuperadas
II :
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5.2 PAUTAS DE TRATAMIENTO
5.2.1 Toma de muestras
.
La sangre se obtiene mediante punción de la vena yugular externa
a través de la piel, con una jeringa de insulina bajo ligera anestesia con
éter. La sangre se hepariniza y centrifuga inmediatamente en frio a
1500g durante 15 minutos. El plasma se conserva -200C hasta la
determinación de los niveles hormonales.
5.2.2 Estímulo con LHRH y TRH
.
Mensualmente y después de la extracción de una muestra basal de
sangre de la vena yugular externa, se procede a la inyección iv. de
lpg/rata de LHRH sintético (Luforan, Serono, Madrid> y 2 pg/rata de TRH
sintético (Pevya, Barcelona) en 0.5 ml de solución salina estéril.
A los 10 minutos de la inyección se procede de nuevo a la
extracción de una muestra de sangre como se ha descrito anteriormente.
5.2.3 Estímulo con GRF-post-piridostipmina
Treinta minutos antes de realizar este test, se inyecta a cada
animal 150p1 de piridostigmina (Prostigmina, Roche) con el fin de
disminuir el tono somatostatinérgico. A continuación, se procede a la
extracción de una muestra basal de sangre de la vena yugular externa
bajo ligera anestesia con éter, inyectando a continuación SOpg/rata de
GRF sintético (Serono, Madrid).
A los 5 mm. de la inyección se procede de nuevo a la extracción
de una muestra de sangre como se ha descrito anteriormente.
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5.3 OBTENCIÓN DE ÓRGANOS.
Al final de las 35 semanas del postoperatorio, la mitad de los
animales supervivientes se sacrificaron por decapitación, recogiéndose
la sangre troncular y disecándose cuidadosamente el área hipotálamo
hipofisaria y/o transplante. La sangre troncular se recoge en tubos
heparinizados, se centrifuga a 1500g durante 5 mm. a 40C. Se decanta
el plasma y se almacena a -200C hasta su análisis.
Asimismo se extrajeron órganos diana (ovarios y suprarrenales)
para ser pesados en una balanza de precisión, así como las glándulas
parótidas controles para medir su contenido hormonal.
El tejido hipofisario se homogeiniza con ultrasonidos durante 30
segundos, a una amplitud de 6 micrones, en 0.5 ml de solución salina al
0.9% y se decanta obteniéndose una solución 1:1. Se preparan
diluciones 1:10, 1:100 y 1:1000 para medir el contenido de LH y PRL.
Este homogeneizado se hace del mismo modo en las parótidas controles
y en el transplante de parótida.
6.METODOS ANALITICOS
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6.1 RADIOJNMUNOANALISIS.
6.1.1 Radioinmunoanálisis de LH
.
Se pipetean alícuotas de 200p1 en tampón III de las diluciones
patrones (0-10> ng/mí) y 200p1 de la muestra problema:
-Plasmas, 200y1.
-Homogeneizado de hipófisis (1:10, 1:100 y 1:1000),lOpl
completando hasta 200p1 con tampón III.
-Homogeneizado de glándula parótida (1:10, 1:100 y 1:1000),
200pl completando hasta 200pI con tampón III.
-Homogeneizado de parótida transplantada (1:10, 1:100 y 1:1000),
15, 25 y 100 pl de cada homogeneizado, completando hasta 200p1 con
tampón III.
Se añaden 200pI de anticuerpo anti-LH a una dilución 1:2000 en
tampón IV con suero de conejo al 2%.
Se preincuba 24h a 40C.
Se añade a todos los tubos 200p1 de LH-1251 en tampón III
(aproximadamente 15000-20000 cpm/tubo).
Se incuba 72h a 400.
Se añaden 50p1 de 20 anticuerpo en un volumen final de 500p1 de
solución de polietilenglicol (PEC) al 10%, en tampón II, a todos los tubos
con excepción de los At.
Se incuba 20 mm. a temperatura ambiente.
Se centrifuga a 1500g durante 15 mm. a 40C. Se aspira el
sobrenadante y el precipitado se cuenta en un espectrofotómetro de
radiación gamma.
La sensibilidad de la curva patrón de LH es de 0.05 ng/ml (figura
14).
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El coeficiente de variación de la misma muestra de plasma en 5
ensayos distintos fue del 9% en el rango de 1.6 ng y de 16% en el rango
de 0.4 ng. El coeficiente de variación intraensayo en ocho medidas del
mismo plasma fue del 6%.
6.1.2 Radioinmunoanálisis de PRL
.
Se pipetean alicuotas de 200pl en tampón III de las diluciones
patrones (0-25) ng/mí) y 200p1 de la muestra problema:
-Plasmas, 10-50111 completando los 200 pl con tampón III.
-Homogeneizado de hipófisis (1:100), 5p1 completando hasta 200p1
con tampón III.
-Homogeneizado de glándula parótida (1:1), 5-lOpí, completando
hasta 200pI con tampón 111.
-Homogeneizado de parótida transplantada (1:10, 1:100 y 1:1000),
2-5pl de cada homogeneizado, completando hasta 200jA con tampón III.
Se añaden 200pI de anticuerpo anti-PRL a una dilución 1:10000 en
tampón IV con suero de conejo al 1%.
Se preincuba 24h a 400
Se añade a todos los tubos 200pl de PRL-1251 en tampón III
(aproximadamente 15000-20000 cpm/tubo).
Se incuba 48h a 40C.
Se añaden 12.Spl de 20 anticuerpo en un volumen final de SOapí de
solución de polietilenglicol (PEC) al 10%, en tampón II, a todos los tubos
con excepción de los AL
Se incuba 20 mm. a temperatura ambiente.
Se centrifuga a 1500g durante 15 mm. a 400. Se aspira el
sobrenadante y el precipitado se cuenta en un espectrofotómetro de
radiación gamma.
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La sensibilidad de la curva patrón de PRL es de 0.025 ng/ml
(figura 15).
El coeficiente de variación de la misma muestra de plasma
interensayo fue del 9% en el rango de 0.6 ng y de 5% en el rango de
1 .25 ng. El coeficiente de variación intraensayo en ocho medidas del
mismo plasma fue del 6%.
6.1.3 Radioinmunoanálisis de CH
.
Se pipetean alicuotas de 200p1 en tampón III de las diluciones
patrones (0-50) ng/mI) y 200p1 de la muestra problema (10-5OpI de
plasma completando los 200 pl con tampón III) y 200 pl de
homogeneizado de hipófisis diluido 1 :XX en tampón III.
Se añaden 200p1 de anticuerpo anti-GH a una dilución 1:20000 en
tampón IV.
Se preincuba 24h a 40Q
Se añade a todos los tubos 200pI de GH-1251 en tampón III
(aproximadamente 15000-20000 cpm/tubo).
Se incuba 72h a 40C
Se añaden 12.5p1 de 2~ anticuerpo en un volumen final de 500pl de
solución de polietilenglicol (PEG) al 10%, en tampón II, a todos los tubos
excepto en los que se cuantifica la actividad total (At).
Se incuba 20 mm. a temperatura ambiente
Se centrifuga a 1500g durante 15 mm. a 40C. Se aspira el
sobrenadante y el precipitado se cuenta en un espectrofotómetro de
radiación gamma.
La sensibilidad de la curva patrón de CH es de 0.025 ng/ml (figura
16).
El coeficiente de variación intraensayo en siete medidas del
mismo plasma fue del 3.4%.
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6.1.4 Radioinmunoanálisis de corticosterona
Se pipetean alicuotas de iQOpí en tampón de ensayo (TE) de las
diluciones patrones (0-80 ng/mí) y iOOpl de la muestra problema (25p1
de plasma extraidos en SmI de diclorometano y reconstituidos en 1 ml de
TE).
Se añaden iGOpí de anticuerpo anti-corticosterona a una dilución
1:800 en TE.
Se añade a todos los tubos lOOpl de corticosterona-3H
(aproximadamente 10.000 cpm/tubo).
Se incuba 72h a 40C
Se añaden 150pl de hidroxiapatita (25 gIl en PBS 0.OO1M, pH 7.4)
a todos los tubos excepto en los que se cuantifica la actividad total (At).
Se centrifuga a 1500g durante 15 mm. a 40C. Se aspira el
sobrenadante y el precipitado se lava con 1 ml de PBS 0.001, pH 7.4.
Se centrifuga a 15009 durante 15 mm. a 40C. Se aspira el
sobrenadante y al precipitado se le añaden 50 pl de PBS 0.05M, pH 7.4.
Se añaden 2 ml de acuasol-2, se agitan los tubos y se cuenta en un
espectrofotómetro de radiación beta.
La sensibilidad de la curva patrón de corticosterona es de 0.6
ng/ml (figura 17).
El coeficiente de variación intraensayo en ocho medidas del mismo
plasma fue del 5.6%.
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6.2 Cuantificación de proteínas en tejido hipofisario y
parotídeo.
6.2.1 Fundamento teórico del método
.
La cuantificación de la concentración de proteínas se realizó
mediante el método colorimétrico descrito por Bradfor en 1976, en el
que se utilizó como colorante el azul brillante de Coomassie 0-250 que
se caracteriza por virar del color rojo original al color azul al unirse a
las proteínas, por lo que midiendo la absorbancia en un
espectrofotómetro se puede determinar la intensidad del color azul y por
tanto la concentración de dichas sustancias en la muestra.
El procedimiento es muy sencillo de realizar, ya que el colorante
se une rápidamente a las proteínas (2 mm.) y el complejo proteína-
colorante permanece estable durante un periodo largo de tiempo (30
mm.).
Bradfor (1976) validó este método en términos de exactitud,
especificidad, linearidad, sensibilidad, y reproductibilidad, cuando se
determina la concentración de proteínas en muestras disueltas u
homogeneizadas en solución salina (NaCí O.15M).
Las muestras de tejido hipofisario, así como las de la parótida, se
centrifugan a 40C y 10009 durante 15 mm. una vez descongeladas. La
alícuota que se analiza se toma del sobrenadante. Los resultados se
expresan en mg de proteina por glándula.
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6.3 Estudio inmunohistoquimico del transplante.
6.3.1 Perfusión vascular
.
Dado que el tejido nervioso es muy sensible a la degradación
postmorten, antes de realizar cualquier estudio histológico o de
inmunocitoquimica es imprescindible hacer una perfusión vascular del
animal a estudiar para conseguir el mejor método de fijación tisular.
El método más usado para la fijación del tejido nervioso es el de la
perfusión transcardiaca (Palay y cols., 1962, Andres, 1976, Descarnes y
Shróder, 1968, Langford y Coggeshall, 1980).
La solución utilizada para realizar la perfusión-fijación consta de
paraformaldehido al 4% en PBS (O.1M, pH 7.4), empleando entre 200 y
300 ml de la solución por cada animal.
Previamente se anestesia al animal con TBE (2.5g/lOOml de
solución salina, 1 mI/l OOg de peso, vía intrapenitoneal).
Una vez anestesiado el animal, se abre ampliamente la caja
torácica, se liga la aorta ascendente y se hace una incisión en el
ventrículo izquierdo, a través del que se inserta la cánula en la aorta
ascendente. A continuación se abre la aurícula derecha y de este modo,
la solución de la perfusión recorre todo el cuerpo del animal, fijando
todos los tejidos excepto el corazón y el pulmón.
Terminada la perfusión se decapita al animal, y se abre
cuidadosamente el cráneo para extraer el área transplantada.
La zona transplantada se lava con tampón fosfato 0.1 M y
posteriormente se pasa por una solución de sacarosa al 20-30% con el
fin de conseguir una buena crioprotección.
La pieza se sumerge en “tissue-tek” y así queda preparada para
ser cortada en criostato. Los cortes que se realizan son de 2Opm y se
conservan a ~20oChasta su estudio inmunocitoquimico.
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Para estudiar las características morfológicas del transplante, así
como las hipófisis y parótidas de las ratas controles, se escogieron los
cortes de mejor calidad obtenidos con el criostato y se tiñeron.
6.3.2 Técnica de inmunohistopuimica
.
Las preparaciones se pasan por PBS durante 15-20 minutos y a
continuación por clorúro amónico en PBS durante 10 minutos con el fin
de bloquear la inmunofluorescencia inespecífica del formaldehido.
Posteriormente se elimina la humedad con cuidado de no secar el tejido.
Se ponen a incubar en 30% de suero normal de oveja en PBS
(para PRL y LH) durante 30 minutos (se utiliza suero de conejo en el
caso de la CH y de suero de cabra en el de TSH). Se pasan 10 minutos
por PBS y a continuación se incuban durante 24 horas en distintas
diluciones de anticuerpo:
-PRL: 1/50, 1/100, 1/200, 1/300 y 1/500
-LH: 1/100, 1/200 y 1/500
-CH: 1/20
-TSH: 1 mg/ml
Para diluir el anticuerpo de TSH, en lugar de PBS se utilizó tris-
acetato pH 7 con 0.1% de azida sódica.
6.4 ANALISIS ESTADíSTICO DE LOS RESULTADOS.
De los datos obtenidos individualmente, se reflejan en las figuras
los valores medios ± EEM. Se utilizo el análisis de la varianza para la
evaluación de la significación estadística de las diferencias entre
grupos.
7.RESULTADOS
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7.1 Técnica quirúrgica: hipofisectomía parafaríngea-
transplante de parótida.
Se consigue poner a punto la hipofisectomía parafaríngea con
control microscópico, así como la sustitución inmediata de la hipófisis
por un fragmento de glándula parótida en el mismo acto quirúrgico (ya
descrita en la página 67).
En los grupos de animales estudiados:
A-Hpx-Tp (Hipofisectomía + transplante de parótida)
B-Hpx-Tg (Hipofisectomía + transplante de grasa)
C-Hpx-C (Hipofisectomía + cemento)
Se consigue la extracción de la hipófisis “in toto”, pudiendo
comprobar mediante control microscópico su integridad anatómica. El
fragmento de tejido transplantado no fue en ningún caso mayor del
doble del tamaño de la hipófisis. No se produjo ninguna hemorragia
importante durante la intervención ni se observaron complicaciones a lo
largo del postoperatorio.
7.2 Frotis vaginal.
Para poder determinar el primer estro postcirug[a, se siguió el
ciclo estral de los animales, mediante el análisis microscópico diario de
los frotis vaginales en todos los grupos de animales estudiados:
A-H px-Tp
B-Hpx-Tg
C-Hpx-C
CONTROL
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En los dos primeros meses del postoperatorio, pudimos observar
que así como el 65% de las hembras controles tenían ciclos regulares,
el 100% de las hembras hipofisectomizadas y transplantadas
mantuvieron un estado de diestro permanente.
A partir del tercer mes del postoperatorio, el 15% de las hembras
hipofisectomizadas con transplante de parótida comenzaron a presentar
estados de proestro y estro de manera ocasional, mientras que los otros
dos grupos continuaron en diestro permanente.
7.3 Supervivencia.
El estudio de la supervivencia en los tres grupos de animales
estudiados, está claramente descrito en la figura 18.
A las cuatro semanas de la operación, la supervivencia era del
70% en el grupo A (Hpx-Tp) y de un 55% en los grupos E (Hpx-Tg) y O
(Hpx-C).
A partir de las 16 semanas de la operación la supervivencia para
las hembras hipofisectomizadas y transplantadas con glándula parótida
fue de un 55%, manteniéndose en este porcentaje hasta las 35 semanas
del postoperatorio.
En los animales que recibieron un transplante de grasa, la
supervivencia a las 35 semanas fue del 20% y en los simplemente
hipofisectomizados fue inferior al 15% (figura 18).
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7.4 Pesos.
Los animales se pesaban mensualmente. El peso corporal inicial
oscilaba entre 150 y 210 g. Al mes de la operación las ratas
transplantadas con glándula parótida perdieron un 25% de su peso
inicial, las transplantadas con grasa un 20% y las simplemente
hipofisectomizadas con cemento un 30%. A partir de los tres meses del
postoperatorio, los tres grupos de animales iban recobrando peso
corporal, siendo este incremento más significativo en los animales del
grupo O. La recuperación ponderal del peso de los animales de los
grupos A y B a las 30 semanas del postoperatorio fue respectivamente
un 20 y un 25% inferior a la de los animales control y asimismo inferior
a la de los animales del grupo C (figuras 19 y 20).
Los pesos de los órganos diana (suprarrenales y ovarios) a las 35
semanas del postoperatorio fueron significativamente menores en las
ratas transplantadas que en los animales control (figuras 21 y 22).
En los animales transplantados con parótida, el peso de las
glándulas suprarrenales fue el 33% del de las ratas control, siendo
prácticamente indetectable en los animales transplantados con grasa y
en los simplemente hipofisectomizados.
En cuanto al peso de los ovarios, también disminuyó como
consecuencia de la operación. Los animales transplantados con
parótida presentaban ovarios con un peso de un 55% en relación al de
los ovarios de los animales control, un 25% en el caso de los
transplantados con grasa, y un 30% los simplemente
hipofise ctomiza dos.
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hipofisectomizadas y transplantadas con parótida grasa y cemento.
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7.5 MEDIDAS HORMONALES.
7.5.1 LH
.
Los niveles plasmáticos de LH tanto basales como tras estímulo
con LHRH resultaron ser muy inferiores en los grupos A, 6 y O con
respecto al grupo control en los 2 pr¡meros meses del postoperatorio. A
partir del tercer mes se detectó un incremento tanto de los niveles
basales como tras estímulo con LHRH en el grupo A (Hpx-Tp) y
especialmente en aquellos animales que habían presentado frotis de
estro (figuras 23, 24 y 25).
En el grupo B (Hpx-Tg) es a partir del quinto mes del
postoperatorio cuando comienza a detectarse un pequeño incremento
de LH basal y tras LHRH pero menos significativo que en las ratas
transplantadas con glándula parótida (figura 26).
No se produjo ningún incremento en el grupo O (Hpx-C).
En el tejido parotideo transplantado a los animales del grupo A,
pudo detectarse la presencia de LH, si bien el contenido de esta
hormona en el transplante (28.8±14ng/mg proteina) era infer¡or al
contenido de las hipófisis normales (7800±300ng/mg proteina), pero en
todo caso superior al de la glándula parótida “in situ” donde el
contenido de LH es indetectable.
7.5.2 GH
Los niveles plasmáticos de GH, tanto basales como tras GRF-
piridostigmina fueron prácticamente indetectables hasta la semana 36
del postoperatorio en los tres grupos experimentales estudiados.
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A partir de la semana 36 del postoperatorio se observó solo en los
animales transplantados con glándula parótida un incremento
significativo en los niveles basales de GH cuando estos se comparan
con los niveles encontrados en las primeras semanas del
postoperatorio. En contraste con la elevación de los niveles basales de
GH no se observo un incremento en la respuesta al estímulo con GRF-
piridostigmina (figuras 28 y 29).
7.5.3 PRL
.
Los niveles plasmáticos de PRL tanto basales como tras estimulo
con TRH estaban disminuidos respecto al grupo control en los grupos A,
B y O, pero al igual que ocurría con la LH, a partir del tercer mes del
postoperatorio se produjo una recuperación en los niveles de PRL
plasmática, tanto basales como tras estímulo con TRH en los animales
del grupo A (Hpx-Tp) (figuras 30 y 31). El incremento de los niveles
plasmáticos basales y tras TRH en los grupos experimentales B (Hpx-
Tg) y O (Hpx-C) se produjo más tarde (a partir del quinto mes del
postoperatorio) y en menor magnitud (figuras 32 y 33).
La elevación de los niveles plasmáticos de PRL como resultado
del transplante de glándula parótida en el grupo A (Hpx-Tp), se
corresponde con un incremento significativo (pca.001) en los niveles de
PRL detectados en el tejido transplantado (20.2±7.0ng/mg proteina>
cuando se comparan con los de la glándula parótida “in situ” (1 .1±0.1
ng/mg proteina). Las hipófisis procedentes del grupo control
presentaron un contenido de PRL (115±22ng/mg) muy superior al de la
parótida transplantada.
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7.5.4 Corticosterona
.
Los niveles de corticosterona plasmática comienzan a detectarse a
partir de los 15 días de la operación en los animales del grupo A. Estos
niveles se incrementan significativamente a partir del tercer mes del
postoperatorio (figura 34), siendo claramente superiores a los niveles
encontrados en los animales del grupo 6, al igual que se ha descrito
para LH y PRL.
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Figura 24.- Evolución de los niveles plasmáticos de LH en ratas
hembra hipofisectomízadas y transplantadas con parótida en
distintos tiempos del postoperatorio.
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Figura 25.- Evolución de los niveles plasmáticos de LH en una
rata modelo (R-15) hipofisectomizada y transplantada con parótida en
distintos tiempos del postoperatorio.
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Figura 26.- Evolución de los niveles plasmáticos de LH en ratas
hembra hipofisectomizadas y transplantadas con grasa en distintos
tiempos del postoperatorio.
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Figura 27,- Niveles de LII plasmáticos tras castración en ratas
hembra hipotisectomizadas y transplantadas con parótida.
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Figura 28.- EvolucIón de los niveles plasmáticos de GH tanto
basales como tras GRF-piridostlgmina en el grupa de ratas hembra
hípofisectomizadas y transplantadas con parótida.
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Figura 29.- EvolucIón de los niveles plasmáticos de GM tanto
basales como tras GRF-pirldostlgmina en el grupo de ratas hembra
hipofisectomizadas y transplantadas con grasa.
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Figura 30.- Evolución de los niveles plasmáticos de PRL tanto
basales como tras estímulo con TRH en ratas hembra
hipofisectomizadas y transplantadas con parótida en distintos
tiempos del postoperatorio.
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Figura 31.- Evolución de los niveles plasmáticos de PRL en una
rata modelo (R-1 5) hipofisectomizada y transplantada con parótida en
distintos tiempos del postoperatorio.
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Figura 32.- EvolucIón de los niveles plasmáticos de PRL en ratas
hembra hípofisectomizadas y transplantadas con grasa en distintos
tiempos del postoperatorio.
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Figura 33.- Evolución de los niveles plasmáticos de PRL en ratas
hembra hipofisectomizadas, con cemento, en distintos tiempos del
postoperatorio.
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Figura 34.- EvolucIón de los niveles
corticosterona en ratas hembra hipofisectomizadas
con parótida en distintos tiempos del postoperatorio.
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Análisis histolóaico e inmunohistoauímico.
El análisis histológico convencional de la porción de parótida
transplantada, utilizando las técnicas de Comon, mostró cambios en la
estructura de la parótida a las 35 semanas de la operación.
Se detectó el mantenimiento de las estructuras acinares propias de
la glándula salival y la presencia de conductos excretores. Así mismo se
observó que las células glandulares eran eosinófilas, al igual que las
células hipofisarias.
Estas modificaciones estructurales, en
transplantes solo aparecen en forma de restos
de areas de tejido necrosado.
El uso de técnicas de inmunohistoquimica permitió la
células inmunorreactivas para LH, TSH, PRL y OH en
transplantadas. Las células de la parótida “in situ” no
inmunorreactividad para estas hormonas mientras que en
de los animales del grupo control se observo claramente la
inmunorreactividad para todas estas hormonas (LH, TSH
(figuras 35, 36, 37 y 38).
el caso de algunos
o nidos celulares dentro
detección de
las parótidas
presentaron
las hipófisis
presencia de
PRL y OH)
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El estudio de ratas hipofisectomizadas ha jugado un papel central
para explicar las funciones de la hipófisis, del hipotálamo y de los
tejidos diana hipofisarios.
El primer paso fundamental, pero también el más dificil para
conseguir el objetivo de nuestro trabajo, fué la puesta a punto de la
hipofisectomía por via parafaringea con control microscópico ya descrita
ampliamente en la pag. 67, así como la sustitución inmediata de la
hipófisis en el mismo acto quirúrgico por un fragmento de glándula
parótida.
Dadas las diferencias anatómicas en las distintas especies
animales, se hizo necesario desarrollar una técnica de hipofisectomía
particular para cada especie. La hipofisectomía por vía parafaringea se
realizó por vez primera en 1930 por Smith, sin embargo una descripción
detallada y clara de esta técnica en la rata no se ha encontrado en la
literatura hasta la fecha, el método empleado en nuestros estudios se
basa en comunicaciones personales de Alvarez-Buylla.
Las principales ventajas de la hipofisectomia por vía parafaringea
sobre otras ya conocidas (Dandy y cols., 1911, Houssay, 1936, Shealy y
cols., 1963, Zarrow y cols., 1964, .Jacobson, 1966 y Waynforth, 1980)
incluyen:
- El tipo de anestesia. El pentobarbital ha sido utilizado con
buenos resultados por distintos autores, incluido Alvarez-Buylla.
Nosotros probamos distintos tipos de anestésicos (nembutal,
pentobarbital, tribromoetanol) seleccionando tras muchas pruebas el
TBE que a la dosis apropiada en relación al peso del animal (2.5 g/l 00
ml de solución salina, tomando 1 c.c/lOO g de peso, vía intraperitoneal>
no generó efectos indeseables y su duración fué suficiente para cubrir el
tiempo que lleva el acto quirúrgico.
- La intubación endotrapueal. a través de la boca del animal con
II III
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aplicación de ventilación artificial, proporciona una mayor probabilidad
de éxito en el acto quirúrgico. Para asegurar que la intubación ha sido
correctamente realizada, se acopla un fragmento de papel de baja
densidad (de fumador) de 5x5 mm (figura 9.1 1) al extremo de un hilo.
Una vez colocado ante la cánula correctamente colocada, el papel se
moverá al ritmo de la respiración del animal.
- La aoertura amplia del hueso y de la duramadre con control
microscópico, permite una perfecta aspiración de la hipófisis que se
extrae íntegra con el tallo hipofisario, y que con cualquier otra técnica
descrita sería imposible de conseguir en la rata.
Este paso es primordial dado que el orificio de acceso a la
hipófisis se debe realizar con toda perfección, no solamente en cuanto a
situación (perfectamente centrado, 1 mm por delante de la sincondrosis
esfeno-occipital) (Figura 12) sino también en cuanto al manejo de la
broca, evitando que esta sobrepase la compacta, ya que si esto ocurre,
se romperia la duramadre y se triturarla la hipófisis, pudiendo facilitar
hemorragias del seno esfenoidal y cavernoso.
Por tanto una vez visualizada la compacta, se retira la broca y se
procede a levantar esta fina capa con un periostomo o excavador de
dentista hasta que queda a la vista la duramadre. El exquisito cuidado
de la técnica evita la hemorragia, pero si esta se produce, se reduce
fácilmente con tapones de “espongostan”.
Es imprescindible pulir muy bien los bordes del orificio y así
ampliar también su diámetro para que en el momento de aspirar la
hipófisis, esta salga más fácilmente sin romperse. La duramadre también
se abre ampliamente en cruz con la aguja de meninges para facilitar en
la aspiración la salida de la hipófisis integra con el tallo (Alvarez-Buylla,
comunicación personal).
Antes de conectar el aspirador se le coloca una trampa de malla
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(figura 11> donde queda atrapada la hipófisis una vez aspirada, de este
modo puede verse perfectamente la glándula bien directamente y bajo
control de microscopio para asegurarnos de su integridad.
En un paso siguiente, y con la silla turca totalmente vacía,
tomamos la aguja de meninges y abrimos la tienda de la hipófisis
pudiendo observar perfectamente como la salida de líquido
cefalorraquideo totalmente transparente cubre el suelo de la silla y cesa
espontáneamente, secándolo con un tapón de espongostan. En este
momento, y con un campo quirúrgico perfectamente visible y limpio, se
procede al transplante de una fracción de la glándula parótida nunca
superior en tamaño al doble de la hipófisis.
La elección del tejido de glándula parótida se realizó en base a
que aunque la parótida es una glándula de secreción externa a
diferencia de la hipófisis que es una glándula de secreción interna,
ambas, la parótida y la hipófisis tienen un origen embrionario común, es
decir, que ambas proceden del ectodermo. Por tanto nos basamos en los
estudios publicados por numerosos autores que indican claramente que
la diferenciación celular depende del medio en que se desarrollen los
elementos , así como de la acción de una serie de agentes inductores
externos de las células (Patterson, 1977, Mackeehan, 1982).
La posibilidad de cambios morfofuncionales de una célula
parotidea a célula hipofisaria se llevaría a cabo siempre que la vía de
vascularización haga llegar al tejido transplantado las
neurosecrecciones capaces de inducir esos cambios.
En 1962 se descubrió en la glándula parótida el EGF (Factor de
Crecimiento Epidérmico) y un año más tarde (1963), Alvarez-Buylla
publica su primera referencia sobre el transplante de glándula parótida
sugiriendo que este factor de crecimiento contenido en dicha glándula
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podría promover el crecimiento y la diferenciación celular. Un dato más
que sumado a la vascularización hipotalámica que irriga el tejido
parotideo transplantado podría facilitar esos cambios morfofuncionales
de las células parotideas a células hipofisarias. Ademas de este factor
de crecimiento se han encontrado en la parótida otros péptidos como
SS, VIP y PRL. Todos estos factores pueden hacer posible que en una
especial circunstancia, las células parotideas puedan ser capaces de
transformarse y secretar hormonas hipofisarias.
A propósito de este hecho cabe mencionar aquí el caso de un
paciente que ingresa en el hospital “La Paz” (Madrid) y es diagnosticado
de Enfermedad de Cushing por ACTH ectópica. Después de muchos
estudios y múltiples pruebas diagnósticas se detectó el tumor primario
que era origen de la hipersecreción de ACTH y concretamente estaba en
la glándula parótida; lo que confirma la posibilidad de este tejido para
presentar cambios morfofuncionales en este sentido (Alvarez-BuylIa y
cols., 1963).
El transplante de otros tejidos que no sean glándula parótida
también se ha intentado por Alvarez-Buylla y su grupo en estudios
previos. En 1974 este grupo probó seis epitelios glandulares diferentes
(adrenal, hígado, pancreas, tiroides, ovario y testiculo). Los resultados
con adrenal, hígado, pancreas y tiroides no fueron suficientemente
satisfactorios como para llevar a cabo estudios posteriores. Por otro
lado los transplantes de tejido ovárico y testicular provocaron una
marcada disminución de la función gonadotropa hasta un nivel inferior
al de los animales hipofisectomizados. Así mismo el transplante de
tejido tiroideo disminuyó la función tiroidea incluso por debajo de la de
los animales hipofisectomizados. Cuando el transplante se realiza con
tejido graso (Alvarez-Buylla y cols., 1970b) la supervivencia de los
perros fue tres veces mayor que en los perros hipofisectomizados sin
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transplante, pero el resto de los parámetros estudiados están muy por
debajo del alcanzado en el caso del transplante de parótida (Alvarez-
Buylla y cols., 1970a).
Antes de iniciar la hipofisectomía hay que disecar bien la parótida
cuidando mucho de no lesionar sus conductos excretores,
fundamentalmente el conducto excretor principal. Se secciona un trozo
rio superior al doble del tamaño de la hipófisis y se mantiene aislado en
suero salino hasta el momento mismo de iniciar el transplante (técnica
ya descrita en pag. 67>. Es muy importante que el volumen de tejido
parotideo transplantado no sea excesivo pues en caso contrario se
produciría una compresión hipotalámica que podría dificultar la
vascularización del transplante con invasión de tejido fibroso (Alvarez-
Buylla, comunicación personal). Esto sospechamos que es lo que ha
ocurrido en algunos de los animales estudiados con inmunocitoquimica
dado que aparecen areas de necrosis dentro del transplante, aunque
dentro de ellas se observan ciertos nidos de células reactivas para LH,
CH, PRL y TSH (figuras 36,37,38 y39).
La superficie de contacto entre el hipotálamo y el transplante debe
ser la vía de vascularización que hace llegar al epitelio transplantado
neurosecreciones capaces de inducir su diferenciación hasta hacerlo
capaz de sustituir parcialmente algunas de las funciones de la hipófisis
extirpada. Para garantizar que la única vía de vascularización sea la
hipotalámica, es de capital importancia, una vez realizado el
transplante, aislarlo totalmente cerrando el orificio con un tapón de
silastic (Dow Corning) para evitar la vascularización proveniente del
hueso lesionado y sus estructuras anejas, siguiendo la técnica de
Alvarez-Buylla. En la sangre sistémica todas estas neurosecreciones se
encuentran a concentraciones muy bajas y posiblemente no sean
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capaces de ejercer una función de transformación.
IDe los experimentos de Alvarez-Buylla y cols. (1963, 1964ab,
1 g7Oabc, 1974 y 1979) así como de nuestros propios trabajos, se deriva
una importante cuestión: si los efectos observados fueron debidos a la
inducción de las células de la parótida (posiblemente bajo el efecto de
factores hipotalámicos) o a un efecto
adenohipofisarias remanentes dejadas en el
sido estimuladas por la abundante circulación
inflamatoria alrededor del transplante.
Hay que tener en cuenta que no es lo mismo
quirúrgica por una aproximación auricular en
hipofisectomía por vía parafaringea (Walker y cols.,
1964), con la cual conseguimos un acceso amplio
de la glándula que puede salir íntegra con su
indirecto
tallo que
producida
sobre células
podrían haber
por la reacción
una hipofisectomía
la rata, que una
1950, Zarrow y cols.,
y una visión perfecta
tallo y sin ninguna
hemorragia, pudiendo ser examinada a simple vista y con el
microscopio.
La única vía de vascularización posible es la hipotalámica como se
ha descrito anteriormente. Para evitar la reacción inflamatoria, el edema
y la posible infección en el postoperatorio, los animales se trataban con
una dosis de 60.000 U i.m. de penicilina G retardada y 80 pg/ml de
dexametasona sc.. La dexametasona se mantiene en dosis decrecientes
durante la primera semana del postoperatorio, pasada la cual se
mantiene otros siete días con suero glucosalino pasando después a
agua ‘ad libitum”. Por ser el tejido transplantado del mismo animal, no
hay porqué esperar reacciones de rechazo.
Alvarez-Buylla doce horas antes de la operación aplicaba a los
animales ampicilina en el agua de bebida (50 mg/500 mi). Nosotros en
el preoperatorio inmediato solo aplicamos sulfato de atropina (1 g/ml) a
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la dosis de 0.01 ml i.m. para evitar o al menos disminuir las secreciones
nasotraqueales que son una de las complicaciones más frecuentes que
se dan en el postoperatorio.
Si la hipofisectomía se realiza por una aproximación craneal, la
situación es diferente, porque lo que se produce es una ablación total
del lóbulo posterior y la parte inferior del tallo. También se elimina la
mayor parte del lóbulo anterior, pero uno o ambos de sus polos laterales
pueden permanecer, sobre todo si se produce una fuerte hemorragia del
seno cavernoso (hecho muy frecuente cuando la vía utilizada no es la
parafaringea) durante la operación. El polo lateral remanente sobrevive
porque aun queda aporte sanguíneo procedente de la arteria capsular
inferior (Adams y cols., 1966, Daniel y cols., 1956, 1959, Beck y Daniel,
1 959).
Estas situaciones no suelen darse cuando se utiliza la vía
parafaringea y menos cuando se hace balo control microscópico.
Una vez realizadas las operaciones los animales así tratados
fueron seguidos durante varios meses, y de los datos obtenidos puede
deducirse que:
En el estudio de los frotis vaginales para poder determinar el
primer estro postcirugía se observó que así como el 65% de las hembras
controles tenian ciclos regulares, el 100% de las hembras
hipofisectomizadas y transplantadas mantuvieron un estado de diestro
permanente, pero a partir del tercer mes postcirugía, el 15% de las
hembras hipofisectomizadas y transplantadas con glándula parótida
comenzaron a presentar estados de proestro y estro de manera
ocasional, mientras que los otros dos grupos continuaron en diestro
p e rma n e n te.
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Resulta interesante el hecho de que a partir del tercer mes del
transplante sea cuando aparezcan todos los cambios funcionales, los
animales comienzan a mostrar algún estro, niveles hormonales de LH,
OH, PRL y corticosterona se detectan en plasma y hay respuesta a
algunos estímulos hormonales. Estos tres meses, podrían relacionarse
con el tiempo que tarda la célula parotidea adulta para desdiferenciarse
en las primeras semanas tras la operación antes de que se establezca la
neovascularización hipotalámica como ya sugirió Alvarez-Buylla en
1973. Este autor y su grupo observaron en las perras transplantadas con
parótida una normalización casi total de los ciclos estrales así como la
producción de espermatozoides en el macho, pero hay que tener en
cuenta que el grupo de hembras que estudiaron estos autores lo
siguieron entre uno y dos años obteniendo un valor estrogénico
promedio de todos los animales.
Hay que considerar también que en las perras el periodo entre los
picos del estro es variable y relativamente largo (seis meses o más)
produciendose muchas fluctuaciones del valor estrogénico durante los
periodos de metaestro y diestro, lo que se llaman variaciones
intercíclicas. El ciclo de las ratas es muy diferente al de las perras, 4 a 5
días y el estro se produce en el tercer día del ciclo.
Ademas es muy posible que existan diferencias importantes
debidas tanto a la propia técnica quirúrgica aplicada a perros o ratas,
como al hecho de que los sistemas de control hipotalámico no funcionan
de forma idéntica en los dos tipos de animales (Alvarez-Buylla y cols.,
1973, 1979).
Nuestros resultados en cuanto a la supervivencia de los animales
concuerdan con los de Alvarez-Buylla y cols. (1 970a) que observaron un
mayor tiempo de supervivencia en los perros hipofisectomizados y
8.Discusión 124
transplantados con glándula parotida que en aquellos sin transplante o
a los que se les había transplantado músculo.
La supervivencia en los tres grupos de animales estudiados por
nosotros fué a las 4 semanas de la operación un 70% para el grupo A
(Hpx+Tp) y un 55% para los grupos B (Hpx+Tg) y O (Hpx+C). A partir de
la semana 16 del postoperatorio y hasta la semana 35 la supervivencia
de los animales transplantados con parótida se mantuvo en un 55%
mientras que descendió al 20% en las transplantadas con grasa y a un
15% en las simplemente hipofisectomizadas y con cemento (figura 18).
Por lo tanto está claro que son los animales transplantados con parótida
los que muestran una supervivencia más larga, lo que concuerda con los
resultados de Alvarez-Buylla.
Este incremento de la supervivencia podría explicarse por la
recuperación de la función adrenal (Alvarez-Buylla y cols., 1967, 1970a,
1979). Estos autores evaluaron la actividad adrenocortical mediante la
determinación de 17-OH-corticosteroides plasmáticos (Alvarez-Buylla y
cols., 1970a) comprobando datos previos en los que dicha evaluación
en perros hipofisctomizados con o sin transplante de glándula parótida
había sido realizada por métodos indirectos, bien sea estimulando la
eosinopenia inducida por ACTH (Alvarez-Buylla y cols., 1964a) o
mediante la excrección urinaria de 17-OH-cetosteroides antes y despues
del tratamiento con metopirona (Alvarez-Buylla 1967). Los niveles de
1 7-OH-corticosteroides segun estos autores fueron un 11% más bajos en
los perros hipofisectomizados y transplantados con glándula parótida en
el mismo acto quirúrgico, que en los perros controles. Estos estudios
fueron confirmados más tarde midiendo el cortisol plasmático por CBP
(competitive binding protein) (Alvarez-Buylla y cols., 1979) encontrando
que los niveles plasmáticos de cortisol disminuyen en los animales
hipofisectomizados y se recuperan parcialmente con el transplante.
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Asimismo la supervivencia se incrementa en los animales que reflejan
mejor función adrenal, siendo la supervivencia media en los perros
hipofisectomizados de 6.3±0.6 meses y de los transplantados con
parótida de 24±4.6meses (Alvarez-Buylla y cols., 1970ab) teniendo en
cuenta que en los animales hipofisectomizados, la supervivencia varia
mucho en relación a la edad y al peso del animal, sobreviviendo menos
cuanto menor es la edad y el peso.
Según Curpide (1954) el cortisol secretado por las adrenales cae a
las 24 horas de la hipofisectomia por la ausencia de ACTH hipofisaria.
En base a estos datos y para evitar la muerte prematura de nuestros
animales, fundamentalmente por una insuficiencia suprarrenal aguda
secundaria al estres del trauma quirúrgico, se les administro en el
postoperatorio inmediato una dosis de dexametasona (80 pg/ml sc.) que
se mantiene en dosis decrecientes durante la primera semana del
postoperatorio, asimismo se mantiene un exquisito cuidado en cuanto a
condiciones de alojamiento, alimentación, sueros y prevención de
cualquier tipo de infección. De este modo hemos conseguido una
supervivencia en las ratas Hpx+Tp del 70% a las cuatro semanas de la
operación y del 55% a las 35 semanas, mientras que en los otros dos
grupos era significativamente menor. Este incremento en la
supervivencia de las ratas Hpx+Tp podría explicarse por la aparición de
niveles plasmáticos detectables de corticosterona ya a los quince días
del postoperatorio, niveles que al tercer mes se incrementan
significativamente (figura 34) coincidiendo también con el incremento de
peso de las suprarrenales. En las ratas Hpx+Tp este es el 40% de los
animales control mientras que las suprarrenales de las ratas Hpx+Tg o
Hpx+C son prácticamente indetectables (figura 22).
Ganong y Hume (1956) en un estudio llevado a cabo en perros
hipofisectomizados afirman que se puede encontrar una disminución de
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peso de las adrenales sin que se produzca realmente atrofia en las
mismas, por tanto el tamaño del órgano no guarda relación lineal con su
estado funcional.
Todas estas observaciones sugieren que la sustancia hipofisaria
que estimula la glándula adrenal se produce posiblemente en el tejido
parotideo transplantado a traves de los efectos de un factor hipotalámico
y esos tres meses en los que concurren todos los eventos sea el tiempo
que la célula parotidea tarda en desdiferenciarse y transformarse en una
célula parecida a la hipofisaria.
El peso corporal inicial de las ratas hipofisectomizadas con
transplante de parótida se redujo un 25% al mes de la operación, las
transplantadas con grasa perdieron un 20% y las simplemente
hipofisectomizadas un 30%. A los tres meses del postoperatorio los tres
grupos de animales iban recobrando peso siempre en la misma
proporción ya reseñada, pero esta recuperación ponderal era un 20%
inferior al peso de los animales control a las 40 semanas de la
operación (figuras 19 y 20). Esto sugeriria que en principio no hay una
función GH recuperada importante, probablemente debido al predominio
del efecto negativo de la SS. (Devesa y cols., 1992)
Los pesos de las suprarrenales y ovarios a las 35 semanas de la
operación son significativamente mas bajos en las ratas transplantadas
que en los animales control, pero así como en las hembras
transplantadas con grasa y las de cemento las suprarenales eran
prácticamente indetectables, en las transplantadas con glándula
parótida el peso de las suprarenales era aproximadamente el 40% del
peso control (figura 22), lo que apoya el hecho de la recuperación
parcial de la función de ACTH.
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En relación al peso de los ovarios, también fue mayor en las ratas
transplantadas con glándula parótida, un 55% más bajo en relación a
los controles, un 25% en las transplantadas con grasa y un 30% en las
de cemento (figura 21). Esto está de acuerdo con la existencia de mayor
número de estros en los animales transplantados con parótida.
Llama la atención que las ratas simplemente hipofisectomizadas
con cemento que lograron sobrevivir sin ningún transplante, mantenian
un peso superior al de las transplantadas con parótida o grasa. Ya en
1901, Oushing, estudiando la causa de pacientes con gran desarrollo de
panículo adiposo y ausencia de maduración sexual, practicaron
numerosas hipofisectomías en perros jóvenes y algunos de los que
lograron sobrevivir llegaban a tener una talla menor de lo normal, una
falta de desarrolílo
(1909) sugiere qu
h i pofi se cto mizados
la base del cerebro
Camus y Rou
actuación sobre la
síndrome adiposo ge
Nuestros
cuanto al peso
sexual y obesidad. Ocho años más tarde Ashner
e la obesidad observada en algunos animales
era más bién debida a una actuación directa sobre
que sobre la hipófisis propiamente dicha.
ssy en 1920 llegan a la conclusión de que la
zona postinfundibular del hipotálamo da lugar a
nital y a la diabetes insípida.
datos muestran una disminución muy marcada en
de los órganos diana (ovarios y suprarrenales) en
relación a los controles, pero en el caso de los animales transplantados
con glándula parótida, el peso de estos órganos diana se afecta menos
en relación a los controles, fundamentalmente en aquellos animales que
presentaron estados de estro y niveles más elevados de corticosterona,
lo que ayala un mejor estado funcional de las gónadas y las
suprarrenales. Estos datos concuerdan también con los trabajos de
Alvarez-Buylla y cols. de 1964ab, 1967, 1974 y 1979 y sugieren la
presencia de algún factor hipotalámico que induzca la diferenciación de
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la célula parotidea y su posterior transformación en una célula parecida
a la hipofisaria con producción de ACTH y LH.
En cuanto a la determinación de medidas hormonales: los niveles
plasmáticos de LH tanto basales como tras estímulo con LHRH fueron
prácticamente indetectables en los tres grupos de animales al mes de la
operación, se incrementaron ligeramente en el segundo mes, pero las
diferencias no fueron estadísticamente significativas hasta el tercer y
cuarto mes del postoperatorio, que es cuando los niveles basales de LH
fueron más elevados , así como su respuesta al LHRH, no encontrando
diferencias significativas entre los grupos A y B siendo en todo caso
inferiores a las del grupo control (figuras 23, 24, 25 y 26>. Los
resultados más significativos se dieron en el 15% de los animales
transplantados con parótida que fueron los que desarrollaron frotis
vaginales de estro (por ejemplo RiS) (figura 25). En estos animales los
niveles de LH tanto basales como tras estímulo con LHRH fueron mucho
mas evidentes sobre todo a partir del tercer mes de la operación,
Asimismo el peso ovárico de estos animales del grupo A fue un 50%
inferior al peso ovárico control pero superior en un 50% y 45%
respectivamente al de los grupos 6 y O (figura 21) lo que habla a favor
de una cierta capacidad funcional gonadal de los animales
transplantados con parótida.
Por otro lado se pudo detectar en el tejido parotideo transplantado
la presencia de niveles de LH, si bien su contenido (28.8±14ng/mg
proteina) era inferior al de las hipófisis normales (7800±300 ng/mg
proteina) pero en todo caso superior al de la glándula parótida in situ
donde los niveles de LH fueron indetectables.
El hecho de que las diferencias respecto al grupo control en los
niveles plasmáticos de LH de los animales del grupo A (Hpx+Tp) sean
mayores a partir del tercer mes de la operación, que el peso de los
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ovarios sea superior al de los grupos E y O, aunque significativamente
inferior al de los animales control y que en el tejido parotideo
transplantado se haya detectado la presencia de niveles de LH refuerza
el hecho de la recuperación parcial de la función gonadal de los
animales transplantados con parótida tras un periodo de déficit total
transitorio, mientras se restablece la vascularización procedente del
hipotálamo y se realiza la rediferenciación de la célula parotídea a
célula parecida a la gonadotropa hipofisaria , lo que también corrobora
los trabajos de Alvarez-Buylla y cols. (1973).
El pico de LH tras estímulo con LHRH en la rata hembra depende
de la fase del ciclo estral en que se realice (Kalra y Kalra, 1989;Yen y
cols., 1972). Cuando el animal se encuentra en diestro, se observan no
solo valores de LH disminuidos sino también una disminución clara de
la respuesta a LHRH. Además el aumento de las concentraciones
circulantes de estradiol (fase de estro) desencadena la liberación al
sistema portal hipofisario de concentraciones altas de LHRH (F¡nk,
1979) procedente fundamentalmente de neuronas hipotalámicas.
La pulsatilidad en la liberación hipotalámica de LHRH es
característica de la actividad eléctrica neuronal, denominado por Knobil
“generador hipotalámico de pulsos” (Knobil, 1994). Esta secreción
fisiológicamente pulsatil de LHRH es capaz de desencadenar en las
células gonadotropas de la hipófisis la liberación de LH y FSH, pero la
magnitud de esta respuesta es proporcional al nivel de esteroides
sexuales y de inhibina (Tresguerres, 1989).
El porqué no se recuperan totalmente los niveles hormonales de
LH, ni tampoco ocurra esta recuperación parcial en todos los animales,
probablemente esté en relación con diversos factores:
1.- Aunque los animales que utilizamos en este estudio fueron
seleccionados en cuanto a técnica quirúrgica perfecta, hipofisectomia
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íntegra con el tallo, sin presencia de hemorragia, no se puede garantizar
que el mismo transplante, en algunos animales ocasione una
compresión hipotalámica con las consiguientes dificultades de
vascularización y por tanto la aparición de zonas necrosadas sin
capacidad ya de transformación morfofuncional. Por otra parte y aunque
la vigilancia del postoperatorio es intensiva, pequeñas
microhemorragias sin repercusión orgánica podrían formar algún
microcoágulo que de alguna manera también podría conllevar a alguna
zona de necrosis.
Estudios de Alvarez-Buylla y cols. en 1979 de transplantes de
parótida en perros mostraron signos de diferenciación celular y
observaron que principalmente en la zona del transplante que está más
próxima al tercer ventrículo se formaban estructuras foliculares de
diferentes tamaños presentando diferentes afinidades de tinción, lo que
sugiere que sea precisamente la presencia de algún factor hipotalámico
que puede producir estos cambios en la parótida transplantada. Por el
contrario, la parte del transplante más separada del contacto con el
tercer ventrículo desarrolló reacciones fibrosas. Esto podría dar una
explicación a la existencia de transplantes seminecrosados o
necrosados totales de los animales estudiados por nuestro grupo, bien
por no estar en intimo contacto con el hipotálamo o por un exceso de
compresión hipotalámica que dificultaría la vascularización y como
consecuencia aparecerían las areas de necrosis de manera parcial o
total.
Los análisis histológicos con técnicas de Comon mostraron la
aparición de cambios en la estructura de la parótida a las 35 semanas
de la operación. Se puede detectar el mantenimiento de las estructuras
acinares de la glándula salival así como la presencia de conductos
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excretores a la vez que las células glandulares se hacen eosinófilas, lo
que las convierte en este sentido en más parecidas a las células
hipofisarias (figura 35).
Sobre estas modificaciones estructurales que en algunos
transplantes solo aparecen en forma de restos o nidos celulares dentro
de areas de necrosis, pudimos detectar mediante técnicas de
inmunohistoquimica la presencia de células reactivas para LH. En la
parótida normal no se pudo detectar positividad para esta hormona,
mientras que en la hipófisis normal pueden observarse sin problemas
como es lógico (figura 36). Estos resultados apoyan la hipótesis de la
rediferenciación de la célula parotídea tras restablecimiento de la
circulación procedente del hipotálamo (Alvarez-Buylla y cols., 1973) lo
que sugiere la presencia de algún factor hipotalámico que induce estos
cambios en la parótida transplantada.
2.- Los animales estudiados por nosotros tras la hipofisectomía,
se encuentran en una situación de hipogonadismo hipogonadotropo
evidente. Los simplemente hipofisectomizados por la ausencia de
hipófisis, y los hipofisectomizados y transplantados con grasa, porque
este tejido no se diferencia. Finalmente, incluso en los que tienen
transplante de tejido parotideo, dado que la diferenciación funcional de
las células parotideas a gonadotropas es inicialmente pobre o
inexistente. Transcurridos tres meses de la operación, se observa sin
embargo como en el grupo de animales transplantados con glándula
parótida las cosas van cambiando y no así en los otros dos grupos de
animales. Como es sabido, en las situaciones de hipogonadismo
hipogonadotropo no hay respuesta al primer estímulo con LHRH, se
necesita una estimulación crónica y pulsatil para que las células
gonadotropas se estimulen y liberen LH (pulsos cada 90-120 minutos)
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(Poyo-Guerrero y cols., 1989a). La frecuencia de los pulsos de LHRH no
se influencia por los estrógenos, pero la capacidad de respuesta
hipofisaria varía ampliamente (siempre que exista LHRH) bajo la
influencia de los mismos.
Si la administración de LHRH se efectua de modo continuo, los
niveles de FSH y LH son bajos provocandose un fenómeno de “down-
regulation” o desensibilización de los receptores hipofisarios para
LHRH, comprobandose como la administración pulsatil de LHRH vuelve
a restaurar la secreción de ambas gonadotropinas (Poyo-Guerrero y
cols., 1 989b).
Pero además cuando la liberación de gonadotropinas no es capaz
por si misma de inducir una maduración ovárica (hipogonadismo
hipogonadotropo), la CH acelera dicha maduración aumentando la
producción periférica de IGF-1 (Wilson y cols., 1988). Este factor, la IGE-
1, estimula la esteroidogénesis folicular actuando de forma sinérgica
con la FSH y el estradiol (Adashi y cols., 1985). Estas observaciones
indican que la CH bien directamente o mediante la elevación de la
síntesis de IGF-1 contribuye a la maduración folicular y al mantenimiento
de la esteroidogénesis ovárica. Este hecho es muy a tener en cuenta en
nuestro grupo de animales, dado que los niveles de CH son muy bajos
hasta la semana 36 del postoperatorio, lo que sugiere que la síntesis de
IGF-1 sería también más baja y como consecuencia se facilitaría el
mantenimiento de la situación de hipogonadismo hipogonadotropo en
estos animales.
En animales controles, la LH trás castración presenta un
incremento de sus niveles circulantes hasta alcanzar un máximo
(Esquifino y cols., 1977, Grandison y cols., 1977) mientras que en las
ratas del grupo A (Hpx+Tp) los niveles basales y trás LHRH no sufren
ningún incremento (figura 27), quizás porque no se haya completado el
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proceso de diferenciación celular que hace que la célula parotidea se
transforme en una célula de secreción hipofisaria o porque el número de
células que se han diferenciado sea escaso o bién su funcionalismo sea
muy reducido.
No se observó incremento ponderal ni de crecimiento en los
animales del grupo A (Hpx+Tp) comparándolos con los B(Hpx+Tg) y O
(Hpx+C) lo que vendría a confirmar datos de Alvarez-Buylla y cols.
(1963) en los que no encontraban recuperación ponderal y de
crecimiento en perros jóvenes y lo atribuían a una ausencia de la
recuperación de CH probablemente debida a la particular regulación
hipotalámica de dicha hormona con predominio del efecto negativo de la
SS (Devesa y Tresguerres, 1992).
En los tres grupos de animales estudiados los niveles plasmáticos
de CH tanto basales como tras CRF-piridostigmina fueron indetectables
hasta la semana 36 del postoperatorio en la que solo el grupo de
animales transplantado con parótida mostró un significativo incremento
de los valores basales de CH pero no hubo ninguna respuesta al CRF-
piridostigmina (figuras 28 y 29).
La secreción episódica de la hormona de crecimiento (como ya se
describió en el capitulo correspondiente a la neurorregulación de la CH)
depende del ritmo alternante hipotalámico en la liberación al sistema
portal hipofisario de dos hormonas polipeptídicas hipotalámicas: la
somatostatina (SS) de carácter inhibidor y la hormona liberadora de CH
(CHRH, CRE, somatocrinina). Estas hormonas son a su vez moduladas
por neurotransmisores centrales e influenciadas por otras hormonas y
por sustratos metabólicos periféricos, bien actuando directamente sobre
la hipófisis o modulando la secreción de CHRH y la SS (Devesa y
Tresguerres, 1992; Devesa y cols., 1993).
Además la CH parece ejercer una autorregulación negativa de su
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propia secreción hipofisaria, aumentando la liberación de SS y
descendiendo la de GHRH a nivel hipotalámico (Conway y cols., 1985).
En la rata, la secreción de CH como resultado del balance GHRH/SS ha
sido claramente demostrada (Tannenbaum y Ling, 1984, Plotsky y Wale,
1985). La disminución aguda del tono somatostatinérgico en la rata
condiciona un incremento de CH más marcado “in vivo” que “in vitro”
(Kraicer y cols., 1986, Weiss y cols., 1987). Esta observación sugiere
que el rebote de CH es causado por la acción del GHRH (Clark y cols.,
1988, Miki y cols., 1988, Sugihara y cols., 1988) dato claramente
demostrado por Wehremberg y cols. (1982b). No obstante, aunque
queda mucho por esclarecer, parece que el papel fisiológico de GHRH
no es preponderante sino que la pulsatilidad de CH viene dada por las
fluctuaciones rítmicas del tono somatostatinérgico que en sus fases de
nadir permitirían la liberación, en pulso de CH mediada por el efecto
permisivo de unos niveles tónicos de GHRH, cuya acción en las fases de
acmé (hipertónia somatostatinérgica) será la de estimular la síntesis de
CH y su acumulación en un “pool” fácilmente liberable para ser
segregado al disminuir la acción frenadora de la SS sobre la célula
somato tropa.
Esta teoría la corroboran los trabajos de Devesa y cols. (1989) que
observaron tipos de respuesta al GHRH variables dependiendo del
momento de administración. Así mismo, estudios en humanos y en ratas
(Lima y cols., 1993a, 1993b) demuestran que prácticamente todos los
estímulos farmacológicos para la liberación de CH actúan mediante la
inhibición del tono somatostatinérgico (Massara y cols., 1 986a, Cappa y
cols., 1993).
Por otro lado está demostrado que existe una relación entre la
edad y la secreción de CH tanto en el hombre como en animales de
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experimentación (Caríson y cols., 1972, Finkelstein y cols., 1972). Así, el
patrón de secreción de CH tanto en el hombre adulto como en la rata
adulta es muy bajo o puede incluso estar ausente (Sonntag y cols.,
1980, Ceda y cols., 1986). Estos mismos autores han observado que el
contenido hipofisario de CH va disminuyendo con la edad en los
roedores y no se produce una respuesta de CH al GHRH. Como
explicación, se ha postulado que los receptores hipofisarios para CHRH
se van deteriorando con la edad (Abribat y cols., 1991) así como la
sensibilidad del somatotropo al GHRH. Sin embargo la verdadera razón
parece ser que la SS aumenta con la edad, por tanto en la etapa adulta
y en la senectud, niveles elevados de SS impiden la actuación del
GHRH. Cuando se trata a ratas viejas con un agonista a2 como la
clonidina que reduce los valores de SS, se restablece la respuesta al
CHRH (Sonntag y cols., 1981).
Los datos aparentemente contradictorios que aparecen en la
literatura en relación a la respuesta de CH al CHRH (Wehremberg y
cols., 1983) son probablemente el reflejo de las diferentes situaciones
hormonales que se encuentran en las distintas condiciones
experimentales.
Además la SS es una hormona que presenta una gran ubicuidad en
el organismo, se encuentra distribuida no solo en varias regiones del
hipotálamo y del S.N.C. sino también en diversos componentes del
aparato digestivo como las células ID de los islotes pancreáticos y en las
terminaciones nerviosas pancreáticas (Polak y cols., 1975). Estas
células están en íntimo contacto anatómico con los demás tipos
celulares del pancreas endocrino, permitiendo que la SS ejerza un
control local (paracrino) de hormonas insulares principalmente insulina
y glucagón (Orci y cols., 1975; Polack y cols., 1975; Cerich, 1981).
Así mismo está demostrado que las glándulas salivales también
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contienen células secretoras de SS (Molnar y cols., 1976, Girod y cols.,
1980). La parótida normal de rata, ademas de SS contiene VIP, PRL,
sustancia P y EGF.
En este estudio, el número de células somatotropas en el
transplante parece ser muy bajo. Aunque en los datos de
inmunohistoquimica obtenidos con anticuerpos específicos contra CH se
observan algunas células positivas, estas no son tan abundantes como
en el caso de LH y TSH (figuras 36, 37 y 39).
La posibilidad de que en el transplante se produzca una
infiltración de linfocitos y células plasmáticas, con la consiguiente
producción de hormonas (LH, PRL, CH> por las células linfoides (Smith y
Ebaugh, 1990, Hiestand y cols., 1986, Weigent y Blalock, 1991) aunque
no es probable porque el tejido transplantado es del mismo animal y
porque en el postoperatorio inmediato se comienza un tratamiento con
dexametasona (que ademas de evitar el edema del trauma quirúrgico,
inhibe la actividad del sistema inmunitario, condicionando un estado de
linfopenia con disminución de la lasa de anticuerpos), si es sin embargo
posible, y esto podría explicar la presencia de células CH positivas en la
inmunohistoquimica, que luego no demuestran tener actividad funcional.
Ademas, la SS contenida en la parótida transplantada podría
ejercer una regulación paracrina sobre las células propias o linfoides
que contienen CH. También hay que tener en cuenta que el estado de
desnutrición que padecen algunos animales, con la consiguiente
pérdida de peso, pudiera implicar una disminución de la síntesis de ICE-
1 y por tanto la CH no podría ejercer su acción a nivel periférico.
El control de la secreción de PRL al igual que el de otras
hormonas hipofisarias implica al hipotálamo, pero en el caso de la PRL,
este mecanismo de regulación hipotalámico a diferencia del resto de las
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hormonas hipofisarias es predominantemente de tipo inhibidor. Es
evidente que la dopamina es la sustancia responsable del efecto PIF
que fisiológicamente inhibe la secreción de PAL (Weiner y Canong,
1978) y que tiene acción preponderante en el control de dicha hormona.
Recientemente se han descrito otros factores asimismo inhibidores de la
secreción de esta hormona como:
-La proteina hipotalámica
hormona y un péptido asociado
inhibir la secreción de PAL (Fink
-El CABA (Schally y cols., 1
De esta forma los factores
demostrado por Tashjian y cols.
han implicado en la liberación
precursora de LHRH,
de 56 aminoácidos, el
y cols., 1987).
977) y el ANP (Ohashi y cols., 1987).
hipotalámicos estimulantes como TRH,
(1971) y otros factores que también se
de esta hormona como el VIP, oxitocina,
contiene esta
CAP, capaz de
endorfinas, encefalinas, histamina y sustancia
Cibbs, 1984, Samson, 1989, Debeljuk, 1988),
facilmente el efecto negativo de los anteriores.
Los niveles plasmáticos de PRL en los
estudiados, tanto basales como trás estímulo
31, 32 y 33), fueron significativamente más
control, pero a partir del tercer mes de la
incremento tanto de los valores basales como
los animales del grupo A (Hpx+Tp) (figura 30).
P (Enjalbert
no pueden
y cols., 1980,
contrarrestar
tres grupos de animales
con TRH (figuras 23, 30,
bajos que los del grupo
operación se produce un
tras estímulo con TRH en
Esta respuesta es mucho
más marcada en los animales que presentaron frotis de estro (figura 31)
lo que sugiere que este grupo de animales tendría una mejor función
gonadal con niveles estrogénicos que podrían ejercer un mayor efecto
antidopaminérgico a nivel hipofisario (Raymond y cols., 1978) con la
consiguiente liberación de PRL. Los niveles de PAL incrementados en el
grupo A (Hpx+Tp) (figura 30) se corresponde así mismo con un
incremento significativo (pcO.001) en los niveles detectados en el
II:
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transplante.
En la parótida normal se detectaron niveles de PRL (1.1±0.1ng/mg
proteina) muy bajos en relación con los de la parótida transplantada
(20.2±7ng/mg) siendo los de las hipófisis controles de 115±22ng/mg.
Como la parótida “in situ” contiene células productoras de PRL, al
transplantar este tejido a la silla turca y una vez restablecida la
vascularización exclusivamente hipotalámica, estás células podrían
desarrollar una mejor actividad funcional. Ademas el VIP y la sustancia
P contenidos en el tejido parotideo podrían ejercer una regulación
paracrina sobre las células propias que contienen PRL.
Alvarez-Buylla y cols. (1 970a) observaron que al cruzar perras
transplantadas con glándula parótida parían camadas normales pero sin
embargo, no eran capaces de amamantar a sus crías, lo que sugería un
fallo a nivel de PRL.
Nosotros no llevamos a cabo estudios en este sentido pues el
desarrollo del eje hipotálamo-hipófiso-ovárico no llegó a ser suficiente
en los animales transplantados, pero si hemos detectado niveles de PRL
no solo a nivel plasmático sino también en el transplante y mediante
técnicas de inmunohistoquimica, lo cual hablaría de nuevo de
diferencias entre la rata y el perro.
En relación al control de la secreción de PRL en estos animales
predominaría la acción inhibidora de la dopamina hipotalámica
(Esquifino y Tresguerres, 1989), pero la secreción de DA en los vasos
portales no es homogenea al menos en la rata. Se ha visto que la
concentración de DA en los vasos portales localizados centralmente en
el tallo hipofisario que reciben la secreción dopaminergica de la región
central de la eminencia media, es mayor que en los vasos portales
localizados lateralmente que reciben la secreción de la región lateral de
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la eminencia media (Reymond y cols., 1983). Estas diferencias en la
concentración de DA portal parecen tener importantes consecuencias a
nivel de las células productoras de PRL, ya que se sabe que la sangre
portal no se distribuye homogeneamente sobre la pars distalis de la
adenohipófisis (Porter y cols., 1971). Según esta teoria podría ocurrir
que grupos de células parotideas productoras de PRL estuvieran
inhibidas por una afluencia suficiente de DA desde los vasos portales,
mientras que otras desarrollarían una mejor actividad funcional por un
riego insuficiente de DA.
No se ha podido establecer una correlación entre los niveles
plasmaticos de estradiol y los niveles circulantes de PRL en la rata
hembra con ciclo normal. Tras castración ya sea quirúrgica o por
ausencia de hormonas hipofisarias estimulantes como en los grupos de
animales estudiados por nosotros, los niveles circulantes de PRL caen
con el tiempo (Esquifino y cols., 1977)10 que sugiere que los estrógenos
son necesarios para una correcta secreción de PRL, pero se sabe poco
acerca de los efectos que la PRL pueda tener sobre la secreción de
estrógenos actuando de forma directa sobre el ovario.
Durante el ciclo estral de la rata hay variaciones en la
concentración de PAL (Chiochio y cols., 1980), concretamente se
produce un incremento de PRL, LH y FSH en la fase de estro.
La castración quirúrgica o por ausencia de hormonas hipofisarias
estimulantes, incrementa en la rata hembra el contenido de DA en la
eminencia media (Gudelsky y Porter, 1981). La concentración de DA en
la sangre portal de ratas hembra (tienen mayores niveles de estrógenos
circulantes) es mayor que en los machos (Esquifino y cols., 1984) y varía
a lo largo del ciclo estral en función de los niveles estrogénicos en cada
fase. La síntesis de DA por las neuronas TlDAérgicas también es mayor
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en la rata hembra que en la rata macho (Demarest y cols., 1981). Todos
los efectos estimuladores de la actividad TlDAérgica inducidos por los
estrógenos quedan abolidos en las ratas hipofisectomizadas (Demarest
y cols., 1980). Parece ser que los estrógenos ejercen una acción
estimuladora de la secreción de PRL a traves de una acción
antidopaminérgica a nivel hipofisario, reduciendo la eficacia de la DA
para inhibir la secreción de PRL (Raymond y cols., 1978, Ferland y cols.,
1979), además está demostrado que este efecto estrogénico se produce
a traves de una alteración de la sensibilidad de las células lactotropas a
la inhibición dopaminergica hipotalámica, por tanto al desaparecer los
estrógenos por la ausencia de hormonas hipofisarias, se produce un
incremento de la sensibilidad de las células parotideas en fase de
diferenciación a la DA con lo que se produciria un efecto inhibidor más
acusado (Judd y cols., 1966), ya que aunque los propios niveles de DA
estén disminuidos se acompañaría de un descenso de los niveles
circulantes de prolactina.
En el transplante el número de células parotideas parecidas a las
lactotropas está disminuido y hay una menor sensibilidad de estas
células al TRH. Sin embargo los datos de inmunohistoquimica obtenidos
con anticuerpos específicos para PRL muestran células positivas
aunque no tan abundantes como en el caso de la LH (figura 38). En las
parótidas normales no se detectaron células positivas para PRL LH, CH
ni TSH (figuras 36, 37 y 38), en cambio, por RíA se detectaron niveles de
PRL (1.1±0.1ng/mg de proteina) aunque muy bajos en relación con los
de la parótida transplantada (20.2±7ng/mg) y no se detectó la presencia
de otras hormonas. La diferencia encontrada entre las dos técnicas
podría ser debida a una mayor sensibilidad del método bioquímico
respecto al de inmunohistoquimica, ya que la cantidad de células
productoras de PRL parece ser muy pequeña. Por otro lado, también
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podría deberse a la existencia de reacciones cruzadas del anticuerpo
anti-PRL con otras moléculas distintas de la PRL.
Está demostrado que la PRL juega un papel importante en la
regulación del sistema inmunológico, fundamentalmente a nivel
linfocitario. Se han identificado receptores para prolactina en la
membrana de los diferentes tipos de linfocitos y se ha demostrado la
capacidad de estos para producir y segregar PRL (Hiestand y cols.,
1986).
Podría ocurrir, al igual que se ha observado para la GH, que en el
transplante se produjese una infiltración linfocitaria y que estos
linfocitos fuesen la fuente de producción de PRL (Hiestand y cols.,
1986), hecho poco probable ya que en este estudio se utiliza un
autotranspíante y por tanto no es de esperar una reacción de rechazo.
Además la detección de PRL en plasma y su capacidad de respuesta a
TRH parecen descartar este hecho. Por otro lado ya ha sido comentado
en otros apartados que los animales fueron tratados en el postoperatorio
inmediato con dexametasona, lo que frenaría la posible respuesta de las
células linfoides.
Ya en 1932, Smith afirmaba que cuando la hipófisis anterior se
elimina en un 90%, se producen unas deficiencias gonadales, pero sin
ningún cambio histológico de las glándulas suprarrenales.
En 1948, Keller y cols. estudiando este mismo problema en los
perros, vieron como tras la hipofisectomía, la primera función que se
alteraba era la gonadal, mientras que la función suprarrenal era la
última. Estos autores afirman que si la hipofisectomía no es total, se
produce atrofia adrenal, únicamente si hay daño hipotalámico; pero
cuando la hipofisectomía es total, aun sin daño hipotalámico, se produce
atrofia suprarrenal. En este sentido Hume en 1955 demuestra en el
perro, que la destrucción de la eminencia media se asocia con una
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incapacidad de la glándula adrenal para secretar 17-OH corticosteroides
en respuesta al estrés, pero no produce atrofia adrenal, luego hay
lesiones adrenales que no son debidas a cambios hipofisarios “per se”.
La evaluación de la actividad adrenocortical de animales
transplantados con glándula parótida en relación a los normales ya fue
estudiada por Alvarez-Buylla y cols. a partir de 1964 en diferentes
trabajos. En estos estudios se utilizaron métodos indirectos, bien
estimulando la eosinopenia inducida por ACTH o midiendo la excrección
urinaria de cetosteroides a las 24 horas de un tratamiento con
metopirona, encontrando unos resultados bastante similares entre los
perros normales y los transplantados con parótida (Alvarez-Buylla y E.R.
Alvarez-Buylla 1964ab). Estos estudios fueron confirmados más tarde
midiendo el cortisol plasmático por CPB (Alvarez-Buylla y Tsutsumi,
1979). En este estudio encuentran que los niveles plasmáticos de
cortisol disminuyen en los perros hipofisectomizados y se recuperan en
los transplantados con glándula parótida. La glándula adrenal de perros
hipofisectomizados mostró una disminución de las zonas fasciculada y
reticular debido a la caida de los niveles de ACTH, mientras que la de
los perros transplantados con glándula parótida era normal, lo que
sugiere que la glándula transplantada secreta ACTH en respuesta a la
actuación de un factor hipotalámico sobre la glándula transplantada.
Nosotros evaluamos la actividad suprarenal mediante la
determinación de corticosterona plasmática a partir de los 15 días del
postoperatorio, observando un incremento en los niveles plasmáticos de
la hormona, siendo claramente superiores a los niveles encontrados en
los animales sin transplante al tercer mes del postoperatorio como
ocurría con las otras hormonas estudiadas (figura 34>, lo que apoya la
sugerencia de Alvarez-Buylla antes mencionada.
Esto nos sugiere que la sustancia hipofisaria que estimula la
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glándula adrenal se produce probablemente en el tejido transplantado a
traves de los efectos de un factor hipotalámico como tambien propuso
Alvarez-Buylla.
El que tanto el incremento de los niveles plasmáticos de
corticosterona como el de otras hormonas tarde tanto tiempo en
establecerse, parece relacionarse con las caracteristicas de las células
parotideas maduras en el adulto, que probablemente necesiten pasar
por un periodo de desdiferenciación en las primeras semanas trás la
operación antes de que se establezca la neovascularización
hipotalámica como fué sugerido previamente (Alvarez-Buylla y cols.,
1973).
La posibilidad de que células procedentes de tejidos adultos
puedan sufrir una transformación morfofuncional, mediante cambios en
la composición del medio de cultivo ya fue propuesta por Potter y cok.
en 1986 en neuronas, si bien en tejidos adultos esta capacidad de
cambio es menor y tarda más en aparecer. En este estudio, tres meses
parece ser el tiempo que tardan en aparecer esos cambios
morfofuncionales en el grupo de animales transplantados con parótida.
Creen y cols. en 1987 observan también como células PC 12
altamente diferenciadas derivadas de un feocromocitoma son capaces
de modificar de manera evidente sus caracteristicas morfofuncionales en
presencia de NCF desarrollando un fenotipo muy parecido al de las
neuronas simpaticas. El medio endocrino también se ha descrito que es
capaz de modificar las caracteristicas de células procedentes de tejidos
adultos. Bellows y cols. (1990) y Kasper y cols.(1990) observaron en
células osteoblásticas que la paratohormona (PTH) y los andrógenos
eran capaces de estimular la mitosis y la diferenciación. Yeh y cols., en
1989 describieron efectos similares en células intestinales estimuladas
con corticosterona y Xuefan y Bjórntorp (1987) en preadipocitos tratados
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con andrógenos.
Todos estos estudios apoyan nuestros resultados, y por tanto un
tejido parotideo de rata adulta, transplantado en las mejores
condiciones de vascularización procedente del hipotálamo, recibiría por
esta vía factores de liberación hipotalámica que sumados a otros ya
existentes en el tejido parotideo (ECF) podrían ser capaces de inducir
los cambios morfofuncionales transformando las células parotideas en
células parecidas a las hipofisarias.
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1 .- La técnica de hipofisectomía por vía parafaríngea, con control
microscópico, permite la extracción de la hipófisis “in toto” sin alterar su
estructura y pudiéndose comprobar su integridad anatómica. Permite
asimismo un campo quirúrgico ideal para el transplante.
2.- El transplante de parótida incrementa la supervivencia a
largo plazo de los animales hipofisectomizados si se compara con el
transplante de grasa o simplemente cemento de dentista. Esto coincide
con niveles más elevados de corticosterona en dichos animales.
3.- El transplante de parótida determina a los tres meses un
incremento en los niveles plasmáticos de LH y de su respuesta a LHRH
cuando se compara con el transplante de grasa o con solo cemento tras
hipofisectomía, si bien no llegan a alcanzar valores de los animales
control. El contenido de LH en el transplante es mucho mayor en la
parótida que en grasa. Esto se comprueba con inmunohistoquimica.
Coincide con la presencia de frotis de estro en las ratas con parótida al
cabo de tres meses del transplante.
4.- Los niveles de CH prácticamente no se incrementan o lo
hacen muy poco y solo en el grupo de parótida. No hay respuesta al
GHRH. A pesar de que la inmunohistoquimica muestra células CH
positivas, estas no deben ser funcionalmente útiles, pues las ratas no
varian en su peso.
5.- La prolactina si sufre un incremento en el plasma de los
animales transplantados con parótida y en el propio transplante, pero su
funcionalismo no queda del todo aclarado.
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6.- Parece pues que el transplante de parótida en la silla turca
esfenoidal tras la hipofisectomía, es capaz de asumir de forma parcial
las funciones de la hipófisis, siempre que reciba su revascularización
desde las estructuras hipotalámicas exclusivamente.
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